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In nahezu allen biologischen Prozessen spielen Proteine eine wichtige Rolle. Selbst die von 
Berzelius geprägte Bezeichnung dieser Stoffgruppe leitet sich von dem griechischen Wort 
proteios („erstrangig“) ab und wurde bereits im Jahr 1839 in einer Veröffentlichung von 
Mulder zur Betonung der Wichtigkeit dieser Stoffgruppe erwähnt [1]. In einer Zelle sind 
Proteine unverzichtbare Bestandteile, die viele Aufgaben, wie zum Beispiel Katalyse, 
Immunabwehr, Signaltransduktion, Speicherung und natürlich auch den Transport von 
Molekülen übernehmen.  
 
1.1 Stofftransport in der Zelle 
In einer Zelle müssen ununterbrochen verschiedenste Stoffe transportiert werden. So müssen 
beispielsweise Nährstoffe in die Zelle aufgenommen, Abfallprodukte entsorgt, 
Ionengradienten aufgebaut und Enzyme an ihren Bestimmungsort gebracht werden, um dort 
ihre vorherbestimmte Aufgabe erfüllen zu können. Auf diesem Weg müssen oftmals eine oder 
mehrere hydrophobe Barrieren in Form von Biomembranen überwunden werden. Während 
kleine, lipophile Stoffe diese Hindernisse oftmals ohne spezielle Transportmechanismen 
durch freie Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten überwinden können, benötigen 
größere oder hydrophile Substanzen Hilfe in Form von membrandurchspannenden Proteinen. 
Diese Poren- oder Transporterproteine nehmen somit eine bedeutende Rolle in einer Zelle ein, 
weshalb es wichtig ist, deren Aufbau und Funktionsweise genauestens zu untersuchen. So gibt 
es beispielsweise recht einfach aufgebaute Ionenporen, welche Ionen und kleine organische 
Moleküle nur entlang eines Konzentrationsgradienten hindurchfließen lassen. Eine weitere 
Form dieser „erleichterten Diffussion“ stellen Transporter dar, welche ein Substrat binden und 
auf der anderen Seite der Biomembran wieder freisetzen. Die etwas komplexeren 
Translokasen, welche ein spezifisches Substrat gegen einen Konzentrationsgradienten 
transportieren, benötigen eine Energiequelle. So nutzen beispielsweise die Na+/K+-Antiporter 
in den Nervenzellen oder auch die Protonenpumpen in der Magenschleimhaut die chemische 
Bindungsenergie durch ATP-Hydrolyse als Energiequelle. Eine weitere Energiequelle kann 
die Ausnutzung eines bereits aufgebauten Konzentrationsgradienten darstellen, wie es bei den 
sekundär aktiven Translokasen beobachtet werden kann. So wird beispielsweise Glucose 
durch einen Symport mit Natriumionen, unter Ausnutzung des durch die Na+/K+-Ionenpumpe 






Für den Transport großer Substrate wie Proteine sind noch sehr viel komplexere 
Transportmechanismen notwendig. Proteine werden im Cytoplasma der Bakterien 
synthetisiert und müssen auf dem Weg zu ihrem Bestimmungsort oftmals Membranen 
passieren. Hierfür werden sie als Präkursorproteine mit einem Signalpeptid synthetisiert, 
welches die Transportroute, die Transporteffizienz und das Transportziel festlegt [2, 3]. Die 
eigentliche Transportpore, welche das Passieren der Membranbarriere ermöglicht, ist oftmals 
ein Multiproteinkomplex, der je nach Transportroute unterschiedlich zusammengesetzt ist. 
Den bisher am Besten charakterisierten Proteintransportpfad stellt der Sec-abhängige 
Transport dar. Hierbei bindet kurz nach der Translation der Targetingfaktor SecB an das zu 
transportierende Protein, wobei es dessen Faltung verhindert und es zum membranassozierten 
SecA führt. Dieser Komplex lagert sich mit der SecYEG-Pore zusammen, und SecA fädelt 
das Protein unter ATP-Hydrolyse durch die Membran. In diesem Fall verläuft der Transport 
posttranslational, aber es existiert auch eine cotranslationale Variante des Sec-abhängigen 
Transports [3, 4].  
In Gram-negativen Bakterien müssen die sezernierten Proteine neben der 
Cytoplasmamembran auch noch die Außenmembran überwinden. Deshalb stehen hier 
verschiedene Transportsysteme zur Verfügung, welche diese Aufgabe übernehmen [5].  
Bei den deutlich komplexer aufgebauten Eukaryonten müssen Proteine nicht nur über oder in 
die Zellmembran, sondern auch in die unterschiedlichsten Zellkompartimente transportiert 
werden. Der Transport von Proteinen in den Organellen ist ähnlich zu dem extrazellulären 
Transport in Prokaryonten aufgebaut. Im endoplasmatischen Retikulum ist dieser 
beispielsweise Sec-ähnlich geprägt. In den Mitochondrien und Chloroplasten existieren 
sowohl Sec- als auch Tat-ähnliche Transportsysteme [6]. 
 
1.3 Tat-abhängiger Transport 
Im Jahr 1991 entdeckten Mould und Robinson einen Proteintransport über die 
Thylakoidmembran der Chloroplasten, der im Gegensatz zum ATP-getriebenen Sec-
abhängigen Transport nur einen Protonengradient als Energiequelle benötigt [7]. Der 
sogenannte Tat-abhängige Transport existiert jedoch nicht nur in Pflanzen, sondern auch in 
Bakterien und Archaea [8, 9]. Die Bezeichnung „Twin arginine translocation“ (Tat) leitet 
sich von dem charakteristischen Doppel-Arginin Sequenzmotiv des zugehörigen 





Aufgrund seiner einzigartigen Fähigkeit gefaltete Proteine zu transportieren wurde zu Beginn 
angenommen, dass dieser Transportapparat hauptsächlich für Protein-Cofaktor Komplexe 
Anwendung findet [8, 12]. Für die Bindung eines Cofaktors muss das Protein gefaltet sein 
und somit wird es transportinkompetent für den Sec-abhängigen Transport. In diesem Fall 
müsste der Cofaktor also getrennt vom Protein transportiert werden, wobei die Faltung und 
Cofaktor-Insertion erst nach dem Transport außerhalb der Zelle erfolgen könnte. Der Tat-
abhängige Transport hingegen kann gefaltete Protein-Cofaktor Komplexe, wie beispielsweise 
Redox-Proteine, in einem Schritt über die Membran transportieren [13]. Dieser 
Proteintransportweg ist auch noch an vielen weiteren zellulären Prozessen beteiligt [14], wie 
beispielsweise der Zellwandsynthese [15-17], Beweglichkeit [18, 19], Zellatmung [20, 21] 
und Biofilm-Ausbildung [18, 22]. In manchen Archaea wird sogar ein Großteil der 
sezernierten Proteine Tat-abhängig transportiert [23, 24]. Im halophilen Archaeon 
Halobacterium sp. NRC-1 tragen beispielsweise 60% der sekretierten Proteine ein Tat-
abhängiges Signalpeptid [25]. Dieser hohe Anteil ist wahrscheinlich den extremen 
Umweltbedingungen in deren Lebensraum geschuldet, da die Proteine noch in der Zelle 
gefaltet werden müssen um eine Aggregation zu verhindern und somit inkompatibel für den 
Sec-abhängigen Transport werden [25, 26]. Nicht nur der Transport durch die Membran, 
sondern auch die Insertion von Membranproteinen konnte Tat-vermittelt festgestellt werden 
[21, 27]. Dies zeigt, dass der Tat-abhängige Transport eine bedeutende Rolle in der Zelle 
einnimmt. 
 
1.3.1 Das Tat-abhängige Signalpeptid 
Alle Proteine, deren Bestimmungsort nicht im Cytosol liegt, benötigen ein Exportsignal [28]. 
Diese sogenannten Signalpeptide sind eine meistens N-terminale Verlängerung des 
eigentlichen Proteins, welche den Transportweg, die Transporteffizienz und das Transportziel 
festlegen [2, 3]. Das für den Transport bestimmte Protein wird dabei als Präkursorprotein 
zusammen mit der Signalsequenz translatiert. Nach dem Transportvorgang wird das 
Signalpeptid meistens von einer Signalpeptidase abgespalten und das Protein freigesetzt [4].  
Das Tat-abhängige Signalpeptid ist ein N-terminales Signalpeptid und kann ähnlich zu dem 
Sec-abhängigen in drei Bereiche aufgeteilt werden [2, 29]. Signalpeptide sind im 
Allgemeinen, mit Ausnahme des charakteristischen Doppel-Arginin Sequenzmotivs im Fall 
des Tat-abhängigen Signalpeptids, in ihrer Sequenz nur wenig konserviert und somit sind die 
markanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der drei Bereiche für die Funktion 





von weiteren charakteristischen Eigenschaften der Signalpeptide konnten jedoch verschiedene 
Programme zur Vorhersage Tat-abhängiger Signalpeptide entwickelt werden (Tatfind [26]; 
TatP [33]; TatPred [34]). 
Der allgemeine Aufbau von Sec- und Tat-abhängigen Signalpeptiden ist in Abb. 1 gezeigt. 
 
 
Abb. 1 Sec- und Tat-abhängige Signalpeptide 
Abbildung erstellt basierend auf einer Vorlage aus [2]. 
 
Als N-Bereich wird das N-terminale Ende der Signalpeptide bezeichnet, welches oftmals eine 
positive Ladung trägt [3, 32]. Im Falle des Tat-abhängigen Signalpeptids ist dieser Bereich im 
Hinblick auf die Länge und auf die Anzahl der positiven Ladungen deutlich ausgeprägter, und 
außerdem befindet sich dort auch das charakteristische Doppel-Arginin Sequenzmotiv [29]. 
Es wird angenommen, dass dieser Bereich in einem ersten Schritt mit den Phospholipiden der 
Plasmamembran oder mit dem Translokationsapparat wechselwirkt [35].  
Der darauf folgende H-Bereich ist hydrophob und wird als α-helikal gefaltet angenommen [3, 
32]. Die Hydrophobizität scheint eine wichtige Rolle bei der Festlegung der Transportroute zu 
spielen. Sec-abhängige Signalpeptide weisen hier eine weitaus höhere Hydrophobizität auf, 
und es konnte gezeigt werden, dass ein Tat-abhängiges Signalpeptid durch Erhöhung der 
Hydrophobizität in diesem Bereich mittels Mutagenese auch eine Sec-abhängige 
Transportroute festlegen kann [36]. 
Der C-Bereich trägt die Schnittstelle für die Signalpeptidase, welche das Protein nach dem 
Transport freisetzt [3, 32]. Die Erkennungssequenz der Signalpeptidasen besteht meistens aus 





transportierenden Proteins, wobei die Schnittstellensequenz der Signalpeptidase I oftmals 
Ala-x-Ala ist [37, 38]. Außerdem findet man im C-Bereich im Falle des Tat-abhängigen 
Signalpeptides teilweise ein Lysin, welches einen Sec-abhängigen Transport verhindern soll 
und somit als „Sec-Avoidance“-Signal charakterisiert wurde [39]. 
 
 
Abb. 2 Sequenz-Alignment der Signalpeptide von bestätigten und vorhergesagten 
Tat-Substraten aus B. subtilis und E. coli 
Das Sequenzalignment wurde mit den Programmen ClustalW [40] und Jalview [41] erstellt. Die 
Konsensussequenz wurde mit einer schwarzen Box und die Aminosäuren farblich markiert: 
 gelb - hydrophob (Leu, Ile, Val, Phe, Ala, Met, Trp); rot - anionisch (Asp, Glu); blau - kationisch (Lys, Arg); 
cyan - polar (Ser, Thr, Gln, Asn, His, Tyr, Cys); grün - Helixbrecher (Pro, Gly). 
Die Signalsequenzen von E. coli wurden aus [42] und die Signalsequenzen von B.subtilis wurden aus [43, 44] 
übernommen. 
 
Mit einer Länge von etwa 26 - 58 Aminosäuren sind Tat-abhängige Signalpeptide im 
Vergleich zu Sec-abhängigen, die nur aus 18 - 26 Aminosäuren bestehen, deutlich länger [2]. 
In Abb. 2 ist ein Sequenz-Alignment der Tat-abhängigen Signalpeptide aus E. coli und 
B. subtilis gezeigt. Wie bereits zuvor erwähnt, sind die Signalpeptide mit Ausnahme des 
Doppel-Arginin Sequenzmotivs kaum konserviert. Es ist jedoch deutlich der geladene 
N-Bereich des Signalpetids von dem darauffolgenden hydrophoben H-Bereich 





Erkennungssequenz jedoch nicht nur aus dem reinen Doppel-Arginin, sondern es folgen nach 
einer variablen Aminosäure (bevorzugt polar oder geladen) zwei hydrophobe Aminosäuren 
(bevorzugt Phenylalanin und Leucin) und oftmals endet die konservierte Sequenz mit einem 
Lysin (oder einer polaren Aminosäure). Auch die beiden Aminosäuren vor dem Doppel-
Arginin Sequenzmotiv zeigen eine gewisse Konserviertheit, und so beginnt die Sequenz 
meistens mit einer hydrophoben gefolgt von einer polaren Aminosäure (bevorzugt Serin und 
Threonin). Die Erkennungssequenz der Tat-abhängigen Signalpeptide wird demnach oftmals 
als SRRxFLK angegeben (wobei x eine variable Aminosäure darstellt) [12, 45, 46]. Es konnte 
außerdem gezeigt werden, dass das Doppel-Arginin alleine keine unabdingbare Prämisse für 
den Tat-abhängigen Transport darstellt, da zumindest ein Arginin auch durch Lysin ersetzt 
werden kann [45, 47, 48]. Bei einigen der gezeigten Signalpetide ist auch das, als „Sec-
Avoidance“ Signal charakterisierte, isolierte Lysin im C-Bereich erkennbar [39], wobei 
jedoch bei den hier ausgewählten Signalsequenzen häufiger ein isoliertes Arginin in diesem 
Bereich auftritt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass auch dieses einen Sec-abhängigen 
Transport verhindern kann [36, 48]. Für die Festlegung der Tat-abhängigen Transportroute ist 
also demnach nicht nur das Doppel-Arginin Sequenzmotiv verantwortlich, sondern vielmehr 
determiniert ein ausgeklügeltes Zusammenspiel vieler subtiler Faktoren ein Substrat zur Tat-
Translokase. 
 
1.3.2 Komponenten des Tat-abhängigen Transports 
Nach der Entdeckung des Tat-abhängigen Transports in den Chloroplasten der Pflanzenzellen 
wurden die Proteine Tha4 (thylakoid assembly 4) [49, 50], Hcf106 (high-chlorophyll 
fluorescent 106) [50, 51] und cpTatC (chloroplast TatC) [52, 53] als die Komponenten des 
Tat-abhängigen Transports charakterisiert. Auch in Prokaryonten hat man Gene gefunden, 
welche ebenfalls für entsprechende, homologe Komponenten der Tat-abhängigigen 
Proteintranslokationseinheit codieren. In E. coli wurden die Proteine TatA als Tha4-, TatB als 
Hcf106- und TatC als cpTatC-Homolog charakterisiert [49, 52, 53]. Diese Proteine liegen 
zusammen mit einem weiteren Protein TatD auf dem gemeinsamen Operon tatABCD. Mit 
TatE wurde noch ein weiteres homologes Protein entdeckt, welches auf einem getrennten Gen 
liegt [11, 13, 54, 55]. 
Die Proteine TatA, TatB und TatC sind in E. coli und den meisten anderen Gram-negativen 
Bakterien [8, 9] für den Tat-abhängigen Transport unabdingbar, da beim Fehlen eines dieser 
Proteine kein Transport mehr beobachtet wird [13, 47, 56-58]. TatE ist wahrscheinlich durch 





was sich auch an der Tatsache zeigt, dass diese Proteine eine Sequenzhomologie von über 
50% aufweisen [55, 59]. Das Fehlen eines dieser beiden Proteine verlangsamt zwar den 
Transport, aber der Tat-abhängige Translokationsapparat bleibt dennoch funktionsfähig [11]. 
TatD hingegen ist ein cytoplasmatisches Protein mit DNase-Aktivität und scheint für eine 
funktionsfähige Tat-Translokase nicht von Bedeutung zu sein [60]. 
 
 
Abb. 3 Vorhergesagte Struktur der Komponenten des Tat-abhängigen Transports 
Abbildung angefertigt nach der Strukturvorhersage aus [61]. 
 
Auch strukturell sind die Proteine TatA, TatB und TatE sehr nahe verwandt (siehe Abb. 3). 
Strukturvorhersagen aufgrund von Sequenzanalysen bestimmten eine N-terminale 
transmembrane, gefolgt von einer auf der Membran aufliegenden amphipathischen α-Helix 
und einem unstrukturierten C-Terminus [55, 61, 62]. Die Ausrichtung in der Membran wird 
jedoch noch kontrovers diskutiert. Während Porcelli et al. [62] feststellten, dass TatA nur von 
der cytosolischen Seite für einen protolytischen Verdau zugänglich ist und somit die 
amphiphile Helix auf dieser Seite liegen muss, zeigten Zugänglichkeitsexperimente an TatA 
Cystein-Mutanten eine „N-inside“ Topologie [63]. 
TatC hingegen ist ein sehr hydrophobes Protein mit einem hohen α-helikalen Anteil [64] 
bestehend aus vier bis sechs vorhergesagten transmembranen Helices, wobei der N- und der 
C-Terminus auf der cytosolischen Seite liegen [65, 66]. 
TatA wird als die porenbildende Komponente des Tat-abhängigen Transports betrachtet, da es 
in einem hohen Überschuss gegenüber den anderen Komponenten exprimiert wird 
(Expressionsverhältnis in E. coli von TatA/TatB/TatC = 25:1:0,5) [55, 67] und gerne 
Homooligomere bildet [68]. Mehrere Studien zeigten, dass TatA als Tetramer vorliegt und 
sich für den Transportvorgang zu höheren Homooligomeren zusammenlagern kann [69, 70]. 
Auch in vivo konnte mittels Single-Molecule Imaging gezeigt werden, dass TatA-Komplexe 
aus Tetramereinheiten aufgebaut sind [71]. Sargent et al. [72] konnten einen TatAB-Komplex 
mit einem etwa 15-fachen TatA-Überschuss und einer Größe von 600 kDa aus E. coli 





zylindrische Strukturen mit einem Innendurchmesser von 6,5 nm, welche die Tat-
Translokationspore darstellen könnten. Auch die Ausbildung röhrenartiger Strukturen mit 
einem Innendurchmesser von 6,7 nm wurde bei einer Überexpression von TatA beobachtet 
[73]. Weitere elektronenmikroskopische Untersuchungen an detergenzsolubilisierten TatA-
Komplexen aus E. coli zeigten ringförmige Strukturen variabler Größe, welche den Schluss 
zulassen, dass TatA mittels dynamischer Oligomerisierung in der Lage ist, an die 
Substratgröße angepasste Poren zu bilden (siehe Abb. 4A) [74]. Die Proteindichte in der Mitte 
dieser Strukturen war an der cytosolischen Seite erhöht, was eine Art Deckel der Pore 
darstellen könnte und erklären würde, wie der Protonengradient beim Transport von 
Substraten bis zu einer Größe von 7 nm [61] aufrecht erhalten werden kann [74]. Auch für 
TatAd aus B. subtilis, welches in Membranen rekonstituiert wurde, konnte die Ausbildung von 
Oligomer-Komplexen mit einer Größe von etwa 10 nm nachgewiesen werden, wohingegen in 
wässriger Umgebung mizellenartige Strukturen vorlagen [75].  
Das in den meisten Gram-negativen Bakterien für eine funktionsfähige Tat-Translokase 
unerlässliche TatB scheint das Verbindungsstück zwischen TatA und TatC darzustellen [76] 
und bildet mit TatC einen funktionell wichtigen Komplex [69, 77, 78]. 
TatC hingegen besitzt einige, für eine funktionsfähige Tat-Translokase wichtige, konservierte 
Aminosäuren auf der cytosolischen Seite [79, 80] und spielt eine bedeutende Rolle bei der 
Erkennung und Bindung des Signalpeptids [76, 81, 82]. Tarry et al. [83] gelang es, mittels 
elektronenmikroskopischer Aufnahmen, einen TatBC-Komplex mit einer Länge von 
10 - 12 nm zu charakterisieren, welcher ein bis zwei Substratmoleküle gebunden hat (siehe 
Abb. 4B). 
 
Abb. 4 Elektronenmikroskopische Aufnahme eines TatA- und eines TatBC-Komplexes 
A: TatA-Komplexe mit variabler Größe betrachtet von der Seite. 
B: TatBC-Komplex mit einem bzw. zwei gebunden Substraten jeweils betrachtet von oben und von der Seite. 





Zusammenfassend lässt sich sagen, dass TatA mit hoher Wahrscheinlichkeit mittels 
Oligomerisierung die porenbildende Komponente in der Membran darstellt, während TatC für 
die Erkennung und Bindung des Substrates verantwortlich ist und TatB das Bindeglied 
zwischen diesen beiden Bauteilen darstellt. 
 
1.3.3 Mechanismus der Tat-abhängigen Translokation 
Die Energiequelle des Tat-abhängigen Transports ist mit hoher Wahrscheinlichkeit die 
protonenmotorische Kraft, wobei noch nicht abschließend geklärt ist, ob der Transport durch 
einen pH-Gradienten oder einen elektrischen Feldgradienten angetrieben wird [84]. Die ersten 
Untersuchungen des Tat-abhängigen Transports in Pflanzen nennen den pH-Gradienten als 
Triebkraft [7, 85]. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass für die Zusammenlagerung von 
Tha4 mit cpTatC und Hcf106 ein pH-Gradient benötigt wird [86]. In einer weiteren 
Untersuchung konnte die Menge der Protonen, die pro Proteintransportvorgang 
herausströmen, bestimmt werden [87]. Die Tatsache, dass der Transport in D2O langsamer 
abläuft als in H2O, zeigt erneut, dass ein Protonenfluss involviert zu sein scheint [88]. Neuere 
Studien deuten hingegen daraufhin, dass eher der elektrische Feldgradient [89] oder eine 
Kombination aus pH- und elektrischem Feldgradienten genutzt wird [90]. Im Gegensatz zu 
diesen in vitro Experimenten kamen einige in vivo Untersuchungen jedoch zu dem Ergebnis, 
dass kein pH-Gradient [91], bzw. weder ein pH- noch ein elektrischer Feldgradient [92] 
benötigt werden. Dies wurde damit begründet, dass hier noch weitere, bisher unbekannte 
Faktoren, eine entscheidende Rolle spielen müssen. In vitro Studien an Vesikeln aus E. coli 
zeigten ebenfalls, dass auch am bakteriellen Tat-System ein pH-Gradient vorhanden sein 
muss, damit ein Transport stattfinden kann [57, 58]. Zusammengenommen zeigen diese 
Ergebnisse, dass der pH-Gradient bei der Tat-abhängigen Translokation sowohl in 
Pflanzenzellen als auch im bakteriellen Transportsystem mit hoher Wahrscheinlichkeit eine 
große Rolle spielt, aber die genaue Wirkungsweise dieser Triebkraft für den Transport ist 
noch nicht abschließend geklärt. 
Auch der genaue Aufbau der Translokationspore und deren Funktionsweise sind bisher noch 
nicht geklärt. Wie bereits zuvor erwähnt, bildet TatC zusammen mit TatB einen Komplex [69, 
77, 78], welcher das Signalpeptid des Substrats binden kann [76, 81-83]. TatA liegt in einem 
großen Überschuss vor [67] und bildet Homooligomere [68-71], für welche porenartige 
Strukturen nachgewiesen werden konnten (siehe Abb. 4A) [72-75]. Es wurde demnach 
vorgeschlagen, dass das Substrat mit seinem Signalpeptid in einem ersten Schritt von dem 





sich dieser Komplex mit einem TatA-Homooligomer zusammen [86, 93], welches sich 
dynamisch durch die Anzahl der TatA-Moleküle an die Substratgröße anpassen kann [74] und 
das Substrat durch die Pore transportiert (siehe Abb. 5).  
 
 
Abb. 5 Postulierter Mechanismus der Tat-abhängigen Translokation 
Abbildung übernommen aus [93]. Eine Erläuterung des Mechanismus ist im Text gegeben. 
 
Für TatA konnte gezeigt werden, dass die amphiphile Helix wahrscheinlich eine duale 
Topologie in der Membran einnehmen kann [63, 94]. Hierdurch könnte das Substrat mit 
einem „Falltür-Mechanismus“ durch die Membran geschleust werden, indem die amphiphilen 
Helices nach innen in die Membran klappen und durch deren geladenen Aminosäuren eine 
hydrophil ausgekleidete Pore ausbilden [94, 95] (siehe Abb. 6). Nach dem Transportvorgang 
wird das Signalpeptid durch Signalpeptidasen abgespalten, wobei das Protein freigesetzt wird, 
und die amphiphilen Helices klappen wieder in ihre ursprüngliche Orientierung zurück, 
wodurch sie die Pore verschließen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der 





Mit diesem Mechanismus könnte erklärt werden, wie der Tat-abhängige 
Translokationsapparat gefaltete Substrate mit einer variablen Größe bis zu 7 nm durch die 
Membran schleusen und gleichzeitig den Protonengradient aufrecht erhalten kann. 
 
 
Abb. 6 „Falltür-Mechanismus“ der Tat-abhängigen Translokation 
Abbildung basierend auf dem vorgeschlagenen „Falltür-Mechanismus“ [61, 94, 95]. 
 
Eine weitere interessante Fähigkeit des Tat-abhängigen Transports ist dessen 
Qualitätskontrolle, wobei auch hier der genaue Mechanismus noch nicht geklärt ist. Es konnte 
jedoch für einige Substrate gezeigt werden, dass die Tat-abhängige Translokase nur Substrate 
akzeptiert, die gefaltet sind [96-98] und ihren Cofaktor gebunden haben [99, 100]. So wird 
beispielsweise die heterooligomere Hydrogenase 2 aus E. coli Tat-abhängig transportiert, 
obwohl nur eines der beiden Monomere eine Signalsequenz trägt [99]. Es muss also sicher 
gestellt sein, dass der Transport erst nach der Dimerbildung stattfinden kann, und es zeigte 
sich, dass selbst das Monomer mit der Signalsequenz alleine transportinkompetent war [99]. 
Für viele Redoxproteine wurde gezeigt, dass diese erst nach Cofaktor-Bindung 
transportkompetent werden, und es wurden daraufhin Chaperone entdeckt, welche an das 
Signalpeptid binden und somit einen Transport des unreifen Proteins verhindern [101-105]. 
Die Proteine DmsD [105] und TorD [103] stellen beispielsweise die Chaperone für die 
DMSO- und TMAO-Reduktase dar und befinden sich mit diesen auf einem Operon. Auch für 
die bereits erwähnte Hydrogenase 2 wurde mit HybE ein Chaperon entdeckt [102, 103], 
welches einen Transport des unreifen Proteins verhindert. Für das Chaperon DmsD konnte 
gezeigt werden, dass es mit dem TatBC-Komplex wechselwirkt und somit vielleicht auch das 
Substrat zur Translokase führt [106]. Ob es solche Chaperone jedoch für alle Tat-Substrate 
gibt und inwieweit sie einen Einfluss auf den Mechanismus der Tat-abhängigen Translokation 





1.3.4 Tat-abhängiger Transport in Bacillus subtilis 
In B. subtilis und vielen weiteren Gram-positiven Bakterien existiert kein TatB [8, 107-110], 
welches in den meisten Gram-negativen Bakterien für den Tat-abhängigen Transport 
unabdingbar ist [56] und dort das Bindeglied zwischen TatA und TatC darstellt. Es konnte 
gezeigt werden, dass in diesen minimalen Tat-Translokasen TatA die Aufgabe von TatB 
übernimmt [107, 110-112]. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass TatAd aus 
B. subtilis in der Lage ist in E. coli sowohl TatA/E als auch TatB in den entsprechenden 
Deletionsmutanten zu ersetzen [112]. Außerdem ist es gelungen in E. coli eine TatA-Mutante 
zu erstellen, welche ebenfalls die Aufgaben von TatB übernehmen kann, und somit konnte 
auch in diesem Organismus eine minimale Tat-Translokase realisiert werden [111]. 
Ein weiterer Unterschied besteht in der Tatsache, dass in B. subtilis mehrere 
substratspezifische Kopien der Komponenten des Tat-abhängigen Transports vorliegen [107]. 
So existieren in diesem Bakterium drei TatA- und zwei TatC-Gene [8, 113], welche jeweils 
ein spezifisches Transportsystem für ein bestimmtes Protein darstellen [107]. Das Protein 
PhoD befindet sich beispielsweise mit den Tat-Komponenten TatAd und TatCd auf einem 
Operon [2, 108]. Diese stellen das spezifische Transportsystem für die Phosphodiesterase 
PhoD dar [108, 113], welches durch eine Signalkaskade bei einem Phosphatmangel induziert 
wird. Dabei misst die membranintegrierte Histidin-Proteinkinase PhoR die 
Phosphatkonzentration im Medium, und bei einem Phosphatmangel wird das 
Regulatorprotein PhoP phosphoryliert, welches das PhoD-Operon induziert [2, 114]. Hierbei 
wird nun das Präkursorprotein zusammen mit seinem eigenen Transportsystem translatiert. 
Nach dem Transportvorgang wird das Signalpeptid verzögert von einer Signalpeptidase 
abgespalten, damit das Protein einige Zeit an der Außenseite der Zelle bleibt [2]. Es konnte 
gezeigt werden, dass TatAd und TatCd funktionsfähig in  E. coli exprimiert werden können, 
und dass das Signalpeptid von prePhoD nur von seinem spezifischen, minimalen 
Transportsystem erkannt wird [108]. Hierzu wurde zu Beginn eine Genfusion des 
signalpeptidlosen PhoD mit dem Signalpeptid der β-Lactamase erstellt, welche normalerweise 
Sec-abhängig transportiert wird. Dieses Fusionsprotein wurde ebenfalls Sec-abhängig 
transportiert, womit gezeigt werden konnte, dass nicht das Substrat die Exportroute 
determiniert. Ein Fusionsprotein des Signalpeptids von prePhoD mit der signalpeptidlosen β-
Lactamase war hingegen transportinkompetent für die Tat-Translokase in E. coli. Als jedoch 
auch zusätzlich die beiden Proteine TatAd und TatCd exprimiert wurden, wurde ein Transport 
beobachtet, wodurch bewiesen wurde, dass das Signalpeptid spezifisch mit seinem 





Die beiden weiteren Tat-Komponenten in B. subtilis TatAy und TatCy stellen das spezifische 
Transportsystem für die Peroxidase YwbN dar [107]. Über die Funktion von TatAc ist bisher 
nichts bekannt, und diese dritte TatA-Kopie kann weder TatAd noch TatAy in den 
entsprechenden Deletionsmutanten ersetzen [107, 115]. 
Neben diesen beiden bestätigten Tat-Substraten scheint es mit den Proteinen QcrA und YkuE 
nur noch zwei weitere mögliche Substrate für den Tat-abhängigen Transport in B. subtilis zu 
geben [43], obwohl durch Sequenzanalysen insgesamt 69 Substrate mit einem potentiellen 
Tat-abhängigen Signalpeptid entdeckt wurden [44]. Durch ein Reportersystem basierend auf 
dem Streptomyces coelicolor Agarose Protein, welches Tat-abhängig ins Wachstumsmedium 
sezerniert wird, und dessen extrazelluläre Aktivität colorimetrisch bestimmt werden kann, 
wurde nachgewiesen, dass die Signalpeptide dieser beiden Proteine ebenfalls einen Tat-
abhängigen Transport vermitteln [43]. Dies steht im Einklang mit neueren Untersuchungen, 
wonach die zuvor postulierte Spezifität der beiden Tat-Translokasen in B. subtilis doch 
weniger stark ausgeprägt zu sein scheint. Eijlander et al. konnten zeigen, dass TatAy auch 
durch TatAd ersetzt und YwbN sogar durch das TatAdCd-Translokationssystem sezerniert 
werden kann, wenn dieses überexprimiert wird [115]. Barnett et al. konnten außerdem zeigen, 
dass das TatAdCd-Translokationssystem auch in E. coli exprimiert werden kann und dort das 
Tat-abhängige Substrat TorA erfolgreich sekretiert [112]. Sie konnten zusätzlich zeigen, dass 
die Signalpeptide von den E. coli Tat-Substraten DmsA, AmiA und MdoD von beiden 
Tat-abhängigen Translokasen aus B. subtilis erkannt werden [116]. Kouwen et al. zeigten, 
dass beide Tat-Systeme in B. subtilis auch als eine Art Überlaufventil für Sec-abhängige 
Substrate dienen können, wenn diese überexprimiert werden [117]. 
Auch mechanistisch scheint es in B. subtilis einen Unterschied zur Tat-abhängigen 
Translokation in E. coli zu geben. Zum einen konnte gezeigt werden, dass der TatAd-
Komplex bezüglich seiner Größe deutlich weniger heterogen ist, als der entsprechende 
Komplex in E.coli [112, 116]. Dies könnte darin begründet sein, dass die Tat-Translokase in 
B. subtilis an deutlich weniger Substrate angepasst sein muss. Zum anderen wurde für TatAd 
beobachtet, dass es nicht nur in der Membran vorliegt, sondern auch mizellenartige Strukturen 
in wässriger Umgebung ausbilden kann [75, 118]. Außerdem wurde eine Affinität zum 
Signalpeptid von prePhoD [118] und zu TatCd [119] beschrieben. Dies lässt einen leicht 
anderen Mechanismus der Tat-abhängigen Translokation vermuten, wobei TatAd das Substrat 
im Cytosol binden und mittels seiner Affinität zum membranständigen TatCd zur Membran 
führen könnte [118, 119]. Somit könnte TatAd vielleicht sogar eine dreifache Funktion im 





Brückenfunktion von TatB auch noch die Funktion der teilweise beobachteten Chaperone 
übernimmt. 
Diese minimale Tat-Translokase in B. subtilis, welche im Vergleich zur Translokase in E. coli 
deutlich vereinfacht ist, eignet sich demnach besonders für erste Strukturuntersuchungen zur 
Aufklärung der Tat-abhängigen Translokation. 
 
1.3.5 Bedeutung des Tat-abhängigen Transports 
Homologe zu den E. coli Tat-Genen wurden in vielen Pathogenen gefunden [8, 9]. So konnte 
nachgewiesen werden, dass der Tat-abhängige Transport bei den bedeutenden Pathogenen 
Pseudomonas aeruginosa [120], Mycobacterium tuberculosis [121-123], Yersinia 
pseudotuberculosis [124], Vibrio cholerae [22] und Legionella pneumophila [125, 126] eine 
wichtige Rolle spielt. Es konnte gezeigt werden, dass die für eine Virulenz wichtigen 
Faktoren, wie zum Beispiel die Exotoxin-Sekretion, Flagellum-Synthese, Phospholipase C-
Sekretion, in manchen dieser Organismen auf einen Tat-abhängigen Transport angewiesen 
sind [127]. Beispielsweise beim enterohämorrhagischen Escherichia coli O157:H7, welches 
blutige Durchfallerkrankungen auslösen kann, spielt der Tat-abhängige Transport bei der 
Sekretion des Shiga Toxin 1 und bei der Synthese des H7 Flagellin eine wichtige Rolle, 
wodurch es von entscheidender Bedeutung für dessen Virulenz ist [128]. 
Da der Tat-abhängige Transport somit eine wichtige Rolle bei der Sekretion von 
Virulenzfaktoren in Pathogenen spielt, stellt er einen wichtigen Angriffspunkt für die 
Entwicklung neuer Antibiotika dar [127, 129]. Betrachtet man zusätzlich die weite 
Verbreitung des Tat-abhängigen Transports in Bakterien und die Tatsache, dass dieser nicht 
in tierischen oder menschlichen Zellen auftritt, könnte dies einen entscheidender Vorteil bei 
der Entwicklung neuer und sicherer Antibiotika darstellen [18, 120, 127]. 
Auch in Phytopathogenen wie beispielsweise dem Agrobacterium tumefaciens [19], 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 [130] und Ralstonia solanacearum [131] konnte 
ein entscheidender Einfluss des Tat-abhängigen Transports auf die Virulenz nachgewiesen 
werden. Somit könnte der Tat-abhängige Transport auch ein möglicher Angriffspunkt zur 
Entwicklung neuer Pflanzenschutzmittel sein. 
Eine weitere wichtige biotechnologische Bedeutung gewinnt der Tat-abhängige Transport 
durch seine Fähigkeit gefaltete Substrate zu transportieren. Ein Großteil der biotechnologisch 
hergestellten Proteine, wie beispielsweise das Humaninsulin, werden durch Expression in 
Bakterien gewonnen [2]. Somit wären Gram-positive Bakterien, wie beispielsweise B. 





biotechnologische Proteinproduktion, da sie zusammen mit der Tat-abhängigen 
Proteintranslokationseinheit die Proteine im gefalteten Zustand direkt ins Kulturmedium 
überführen könnten. Auch die Tatsache, dass der Tat-abhängige Transport eine 
Qualitätskontrolle besitzt und somit nur korrekt gefaltete Proteine sezerniert [96-99], stellt 
einen weiteren wichtigen Vorteil dar. Bei dem bisher oftmals eingesetzten Sec-abhängigen 
Transport, welcher die Proteine nur ungefaltet transportieren kann, besteht hingegen oftmals 
das Problem, dass sich die Proteine im Nährmedium nicht richtig falten [132] oder, noch 
bevor sie eine stabile Faltung erreichen, wieder abgebaut werden [133]. So konnte 
beispielsweise gezeigt werden, dass das green fluorescent protein (GFP) nach dem Sec-
abhängigen Transport in einer inaktiven Form vorliegt [132], wohingegen der Tat-abhängige 
Transport in korrekt gefaltetem GFP resultiert [134, 135]. Manchmal sind die Substrate auch 
einfach inkompatibel zum Sec-abhängigen Transport, da sie sich zu schnell falten und somit 
die Translokationspore verstopfen. Pop et al. konnten beispielsweise zeigen, dass LacZ in 
E. coli mit einem Tat-abhängigen Signalpeptid in guter Ausbeute ins Periplasma sekretiert 
werden kann, wohingegen der Sec-abhängige Transport, wahrscheinlich aufgrund der 
schnellen Faltung und Größe des Proteins, die Poren verstopfte und letztendlich zum Zelltod 
führte [2, 108]. Die Tatsache, dass der Tat-abhängige Transport recht schnell gesättigt ist 
[136], könnte man vielleicht durch Überexpression der Tat-Komponenten umgehen [57, 137]. 
Einen anderen Ansatz verfolgten Gauthier et al. indem sie gleichzeitig den Tat- als auch den 
Sec-abhängigen Transport nutzten, um eine höhere Ausbeute des sezernierten Proteins zu 
erhalten [138]. 
Es konnten schon mehrere heterologe Proteine in verschiedenen Bakterien mit Hilfe des Tat-
abhängigen Transports sezerniert werden [139-142]. Für die letztendliche industrielle 
Nutzung ist jedoch noch ein besseres Verständnis der Funktionsweise und des Aufbaus der 





2 Theoretische Grundlagen 
 
Membranproteine übernehmen unter anderem als Rezeptoren, Enzyme, Transporter 
bedeutende Aufgaben in einer Zelle, und etwa 30% aller Proteine sind in Membranen 
eingebettet [143]. Obwohl für ein Verständnis der Funktionsweise eines Proteins oftmals die 
Kenntnis seiner Struktur unabdingbar ist, sind bisher nur recht wenige Strukturen von 
Membranproteinen bekannt, da sie aufgrund ihrer Hydrophobizität und hohen 
Aggregationsneigung besondere Ansprüche an die verwendeten strukturbiologischen 
Methoden stellen. Dies lässt sich auch an der Tatsache zeigen, dass von den über 60.000 in 
der Protein Data Bank (PDB) [22] erfassten Proteinstrukturen nur etwa 250 von 
Membranproteinen stammen [144]. Zur hochaufgelösten Strukturaufklärung von Proteinen 
wird hauptsächlich die Röntgenbeugung verwendet, aber auch die Elektronenmikroskopie und 
vor allem die NMR-Spektroskopie gewinnen eine zunehmende Bedeutung. Insbesondere für 
Proteine, welche sich nicht kristallisieren lassen und sich somit einer Strukturaufklärung 
mittels Röntgenbeugung verschließen, bleibt oftmals nur die NMR-Spektroskopie als einzige 
Möglichkeit zur Strukturaufklärung. So konnten zwischenzeitlich 39 Membranprotein-
strukturen mit Hilfe der NMR-Spektroskopie aufgeklärt werden [145]. Auch die Festkörper-
NMR Spektroskopie, welche teilweise eine Strukturbestimmung in Modellmembransystemen 
und somit im Gegensatz zur Röntgenbeugung in „natürlicher“ Umgebung ermöglicht, 
gewinnt mit 21 aufgeklärten Membranproteinstrukturen zunehmende Bedeutung [146]. 
In diesem Abschnitt werden kurz die theoretischen Grundlagen der spektroskopischen 
Methoden, welche für die Strukturaufklärung des Membranproteins TatAd in der vorliegenden 
Arbeit verwendet wurden, erläutert. 
 
2.1 Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie 
Die CD-Spektroskopie liefert als strukturbiologische Methode alleine keine hochaufgelösten 
Strukturen von Proteinen, da sie nur globale Informationen zur Verfügung stellt. Dennoch ist 
sie eine wichtige, ergänzende Methode bei der Strukturaufklärung von Biomolekülen. So wird 
sie oftmals zu Beginn bei der Untersuchung eines Proteins eingesetzt, da sie eine 
kostengünstige Methode darstellt, schnelle Ergebnisse liefert und mit sehr kleinen 
Probenmengen auskommt. Mit Hilfe der CD-Spektroskopie können die globalen 
Sekundärstrukturanteile eines Proteins quantitativ bestimmt werden, wenn eine genaue 
Bestimmung der Proteinkonzentration möglich ist. Dies bedeutet, dass beispielsweise der 





keine Aussage darüber getroffen werden, welche Bereiche des Proteins ein bestimmtes 
Sekundärstrukturelement einnehmen. 
Licht besteht aus elektromagnetischen Wellen, welche sich mit Lichtgeschwindigkeit 
ausbreiten, dabei stehen der elektrische und der magnetische Feldvektor senkrecht 
aufeinander. Sie beschreiben die periodischen Veränderungen der elektrischen und 
magnetischen Felder in Raum und Zeit. Betrachtet man eine Ebene senkrecht zur 
Ausbreitungsrichtung des Lichtes (also entlang des Wellenvektors ) so erkennt man 
beispielsweise bei linear polarisiertem Licht, dass der entsprechende Feldvektor entlang einer 
Geraden oszilliert, wohingegen er im Falle von zirkular polarisiertem Licht einen Kreis 
beschreibt. Bei unpolarisiertem Licht hingegen oszillieren die Feldvektoren in allen Ebenen 
entlang der Ausbreitungsrichtung. Zirkular polarisiertes Licht kann man durch Überlagerung 
zweier senkrecht zueinander stehender Lichtwellen mit gleicher Amplitude und Wellenlänge 
aber einer Phasenverschiebung um 90° erhalten. Je nachdem in welche Richtung die Phase 
verschoben ist, erhält man links oder rechts zirkular polarisiertes Licht. Bei der CD-
Spektroskopie wird eine Kombination aus links und rechts zirkular polarisiertem Licht mit 
gleicher Wellenlänge, Amplitude und Phase verwendet. Die beiden „Teilwellen“ werden 
sequentiell in die Probe eingestrahlt und ergeben in der Summation wieder linear polarisiertes 
Licht. Beim Durchgang durch eine optisch aktive Substanz können nun zwei 
Wechselwirkungen auftreten. Wenn die Substanz einen unterschiedlichen Brechungsindex für 
links und rechts zirkular polarisiertes Licht aufweist, dann ergeben sich unterschiedliche 
Ausbreitungsgeschwindigkeiten der beiden Wellen, was in einer Drehung der Ebene des 
polarisierten Lichtes resultiert, wobei der Grad der Drehung von dem Unterschied der beiden 
Brechungsindizes abhängig ist. Diesen Effekt nennt man die optische Rotationsdispersion 
(ORD). Der Zirkulardichroismus hingegen basiert auf der unterschiedlichen Absorption von 
rechts und links zirkular polarisiertem Licht durch die chirale Probe, wobei elliptisch 
polarisiertes Licht entsteht. Betrachtet man nun wieder eine Ebene senkrecht zur 
Ausbreitungsrichtung des Lichtes, so erkennt man, dass der Feldvektor durch die 
unterschiedliche Absorption des links und rechts zirkular polarisierten Lichtes nun eine 
Ellipse beschreibt. Das CD-Signal kommt demnach durch die unterschiedliche Absorption 
von links und rechts zirkular polarisiertem Licht zustande, und per Definition nimmt es 










∆ε = molarer zirkularer Dichroismus [mdeg·l·mol-1·cm-1];  
εL = molarer Extinktionskoeffizient des links zirkular polarisierten Lichts [mdeg·l·mol
-1·cm-1];  
εR = molarer Extinktionskoeffizient des rechts zirkular polarisierten Lichts [mdeg·l·mol
-1·cm-1]; 
∆A=Extinktion [mdeg]; c = Proteinkonzentration [mol/l]; d = Schichtdicke [cm] 
 
Das CD-Signal wird jedoch häufig nicht als molarer zirkularer Dichroismus  angegeben, 
sondern als Elliptizität θ mit der Einheit mdeg (d. h. tausendstel Winkelgraden). θ entspricht  
dem arctan aus dem Quotienten von kleiner (b) und großer (a) Halbachse der Ellipse, welche 
durch den Feldvektor des elliptisch polarisierten Lichts beschrieben wird (siehe Abb. 7). 
 
 
Abb. 7 Definition der Elliptizität θ 
Grafik verändert übernommen aus [147]. 
Ebenfalls gezeigt ist die optische Rotationsdispersion (OR), welche durch unterschiedliche Brechungsindices für 
rechts und links polarisiertes Licht hervorgerufen wird und eine Drehung der Ebene des polarisierten Lichtes 
verursacht. 
 
Bei Proteinen wird die Elliptizität häufig als Mean Residue Ellipticity (MRE) angegeben, was 
der mittleren molaren Elliptizität pro Peptidbindung entspricht und somit ein Vergleich von 




θ = Elliptizität [mdeg]; Mw = Molekulargewicht des Proteins [g/mol] 






Damit der Zirkulardichroismus überhaupt auftreten kann, muss die Substanz ein Chromophor 
in der Nähe des chiralen Zentrums besitzen. Bei Proteinen ist dies durch die Peptidbindung in 
der Nähe des chiralen Cα-Atoms gewährleistet.  
 
 
Abb. 8 Elektronische Übergänge in der Peptidbindung im Fernen-UV-Bereich 
Abbildung erstellt basierend auf einer Vorlage aus [149]. 
 
Ein klassisches CD-Spektrum wird von ca. 180 nm bis ca. 300 nm aufgenommen, und in 
diesem Bereich werden in einer Peptidbindung die Übergänge vom nichtbindenden π-Orbital 
und vom n-Orbital des freien Elektronenpaars des Sauerstoffs in das antibindende π*-Orbital 
mit einer Wellenlänge von ca. 193 nm bzw. ca. 222 nm angeregt (Abb. 8). Durch die 
unterschiedlichen Orientierungen der Peptidbindungen in den Sekundärstrukturelementen der 
Proteine verursachen diese nun ganz charakteristische CD-Spektren (Abb. 9). Da ein 
experimentell erhaltenes Spektrum aber eine Überlagerung aller im Protein vorkommenden 
Sekundärstrukturelemente darstellt, müssen die Spektren dekonvoluiert werden. Hierzu 
wurden unterschiedliche Algorithmen entwickelt, die auf verschiedenen mathematischen 
Ansätzen beruhen. Zur Dekonvolution ebenfalls erforderlich sind CD-Basisspektren-
Datensätze. Diese Basisdatensätze oder Referenzdatensätze bestehen aus CD-Spektren von 
Proteinen, deren fraktionale Anteile an Sekundärstrukturelementen schon aus der 
Röntenkristallographie oder aus NMR-Untersuchungen bekannt sind. Aus diesen 
Informationen lassen sich die CD-Spektren der reinen Sekundärstrukturelemente berechnen. 





und Basisdatensätzen zur Verfügung [150]. Ein „Fit“ der gemessen Spektren mit dem aus 
einem Basisdatensatz erhaltenen Spektren der reinen, entsprechend gewichteten 




Abb. 9 Berechnete CD-Basisspektren der reinen Sekundärstrukturelemente 
Abbildung verändert übernommen aus [148]. 
 
2.2 Orientierte CD-Spektroskopie 
 Eine Variante der CD-Spektroskopie stellt die orientierte CD-Spektroskopie (OCD) dar, bei 
der das Protein in orientierten Lipidmembranen rekonstituiert wird. Sie gibt z. B. Auskunft 
über die Schräglage einer α-Helix in einer Membran. OCD basiert auf der Moffitt-Theorie, 
welche voraussagt, dass manche elektronischen Übergänge einer α-Helix entlang der 
Helixachse polarisiert sind und somit die Stärke der Absorption abhängig ist von der 
Orientierung der Helix bezüglich des zirkular polarisierten Lichtes [151]. Auf dieser 
Grundlage entwickelten Huang et al. die OCD-Spektroskopie, welche es erlaubt die 
Orientierung α-helikaler Segmente in der Membran zu bestimmen [152]. Hierbei wird das 
Protein in orientierten Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen rekonstituiert und diese dann 





Einhaltung der Probenparameter wie Hydratation und Temperatur erlaubt, senkrecht zum 
Lichtstrahl in das CD-Spektrometer eingebaut. Die Probenkammer ist drehbar im 
Spektrometer angebracht, um das CD-Spektrum in unterschiedlichen Orientierungen 




Abb. 10 Aufbau einer OCD-Meßzelle 
Abbildung erstellt von S. Roth (KIT Karlsruhe).  
Eine genaue Beschreibung der OCD-Meßzelle ist in [153] veröffentlicht. 
 
Bei einer α-Helix ergibt sich ein Gesamtübergangsdipolmoment der einzelnen 
Peptidchromophore parallel oder senkrecht zur Helixachse.  Demnach ist die Wechselwirkung 
des elektrischen Feldvektors des einfallenden Licht mit den (Vektor-addierten) 
Übergangsdipolmomenten der Peptid-Bindungsorbitale abhängig von der Orientierung der 
Helix. Für die elektronischen Übergänge existieren Übergangsdipolmomente die entweder 
senkrecht oder parallel zur Helixachse polarisiert sind und somit für eine uniaxial orientierte 
Probe, deren Membran senkrecht zum einfallenden Licht orientiert ist, folgende 
















n-π* senkrecht 224,9 11,9 negativ 
n-π* parallel 222,3 12,9 negativ 
π-π* senkrecht 188,5 10,1 negativ 







Abb. 11 Mögliche CD-Banden einer α-Helix in Abhängigkeit ihrer Orientierung 
Abbildung verändert übernommen aus [152]. 
 
Wie man erkennen kann, ist das OCD-Spektrum abhängig von der Orientierung der α-Helix 
zum einfallenden Licht. Der n-π*-Übergang erzeugt sowohl bei der transmembranen als auch 
bei der flach auf der Membran aufliegenden Orientierung der Helix eine negative Bande bei 
ca. 224 nm.  
Beim π-π*-Übergang kommt es hingegen nach der Moffitt-Theorie zu einer dreifachen 
Aufspaltung der Energieniveaus, wobei ein Übergangsdipolmoment parallel zur Helixachse 
polarisiert ist. Bei einer flach auf der Membran aufliegenden Helix kommt es nun durch den 
senkrecht zur Helix einfallenden Lichtstrahl zu einer starken Wechselwirkung des 
elektrischen Feldvektors mit diesem Übergangsdipolmoment und somit zu einer negativen 
Bande bei ca. 207 nm. Die beiden anderen Übergänge sind experimentell nicht unterscheidbar 
und führen zu einer positiven Bande bei ca. 190 nm. 
 
 
Abb. 12 OCD-Spektren eines α-helikalen Proteins mit transmembraner, schräger und 
parallel zur Membranoberfläche verlaufender Orientierung 





Die Spektren der beiden Orientierungen unterscheiden sich am deutlichsten in der Region um 
207 nm (siehe Abb. 12). Ist in dieser „Fingerabdruckregion“ eine negative Bande vorhanden, 
so ist die Helix parallel zur Membranoberfläche angeordnet. Je weniger stark ausgeprägt diese 
Bande ist, desto aufrechter ist die Helix in der Membran orientiert. 
Wie die CD-Spektroskopie liefert jedoch auch die OCD-Spektroskopie nur eine globale 
Information, weswegen bei gleichzeitigem Auftreten verschiedener Orientierungen nur ein 































NMR steht für Nuclear Magnetic Resonance und bezeichnet die 
Kernspinresonanzspektroskopie. Bis auf die gg-Kerne (Kerne mit gerader Neutronen- und 
Protonenzahl) besitzen alle Kerne einen Drehimpuls  und sind somit NMR-aktiv. Dieser 
Drehimpuls, welcher auch als Spin bezeichnet wird, ist eine charakteristische Eigenschaft des 
betreffenden Kerns, wie auch beispielsweise seine Ladung oder Masse. Durch den Kernspin 
wird ein magnetisches Moment  erzeugt, wobei dieses proportional zur Größe des Kernspins 
ist und die Proportionalitätskonstante das gyromagnetische Verhältnis γ darstellt, welches 




Je nach Vorzeichen des gyromagnetischen Verhältnisses sind das magnetische Moment und 
der Drehimpuls entweder parallel (positives Vorzeichen), oder antiparallel (negatives 
Vorzeichen) zueinander ausgerichtet. Ohne äußeres Magnetfeld besitzen alle Zustände des 
Drehimpulses die gleiche Energie. Stern und Gerlach konnten 1922 nachweisen, dass der 
Drehimpuls im Magnetfeld nur bestimmte, diskrete Werte annehmen kann [155]. Diese sind 
durch die magnetische Kernspinquantenzahl mI gekennzeichnet und können nur die Werte 
mI = I, I-1,…,-I annehmen (2I + 1 mögliche Zustände). Die Energieniveaus sind also 
gequantelt. Positive Werte bezeichnen im Fall γ > 0 eine Orientierung parallel zum 
Magnetfeld (α-Spins) und negative Werte entsprechend eine antiparallele Orientierung (β-
Spins). Für Kerne mit einem Kernspin von I = ½, wie beispielsweise das Proton, ergeben sich 
somit die beiden möglichen Zustände I = ½ (α-Spins) und I = -½ (β-Spins). 






Für die Energien des Spins im Magnetfeld ist nur die Komponente des Drehimpulses in 
Magnetfeldrichtung, konventionell als z-Achse des Laborsystems definiert, von Bedeutung. 







Abb. 13  Kern-Zeeman-Aufspaltung eines Kerns mit dem Kernspin I = ½ im Magnetfeld 
 
Die Energiedifferenz der beiden Zustände ist nur durch die Stärke des Magnetfelds und das 
gyromagnetische Verhältnis beeinflusst. Für eine große Aufspaltung der Energieniveaus sind 
demnach möglichst starke Magnetfelder notwendig und auch das gyromagnetische Verhältnis, 
eine für jeden Kern spezifische Naturkonstante, ist somit von zentraler Bedeutung für die 
NMR-Spektroskopie. 




Nα = Zahl der Kerne im Grundzustand; Nβ = Zahl der Kerne im angeregten Zustand; 
 k = Boltzmann-Konstante; T = Temperatur 
 
Je größer der Besetzungsunterschied zwischen den beiden Zuständen, desto mehr Kerne 
können angeregt werden und es folgt demnach eine höhere Signalstärke. Aufgrund der nur 
kleinen Energiedifferenz zwischen den beiden Spinzuständen ist der Besetzungsunterschied 
bei der NMR-Spektroskopie nur sehr gering, weshalb es sich in dieser Hinsicht um eine recht 
unempfindliche spektroskopische Methode handelt. 
Damit Spins von einem Energieniveau in das nächsthöhere angeregt werden können, muss die 




Man erkennt, dass die eingestrahlte Strahlung der Larmorfrequenz ω0 entsprechen muss, 





vom α-Zustand in den β-Zustand angeregt werden können. Die Larmorfrequenz ω0 ist die 
Frequenz mit der das Kerndipolmoment um das Magnetfeld präzediert (siehe Abb. 14).  
Aufgrund der Präzession der Spins hat es sich als hilfreich erwiesen, ein mit der 
Larmorfrequenz rotierendes Koordinatensystem (rotating frame) zu betrachten, wodurch die 
Gesamtmagnetisierung als statisch betrachtet werden kann (siehe Abb. 14). Die Gesamtheit 




Abb. 14 Das rotating frame und die Vektordarstellung der Gesamtmagnetisierung 
Die Kerndipolmomente µ der Kerne präzedieren aufgrund der Aufspaltung der Energieniveaus in einem 
Magnetfeld auf einem Doppelkegel. Aufgrund des Besetzungsunterschieds zwischen den beiden Energieniveaus 
resultiert eine Gesamtmagnetisierung M0. Betrachtet man das System auf einem mit der Larmorfrequenz ω0
rotierenden Koordinatensystems (rotating frame), so ist die Gesamtmagnetisierung statisch. Ein B1-Feld in 
x-Richtung kann die Gesamtmagnetisierung in die xy-Ebene klappen (90°-Puls).  
 
Wird nun mit einem B1-Feld mit der Larmorfrequenz und geeigneter Dauer senkrecht zu B0 
eingestrahlt, so kann die Magnetisierung M0 in die xy-Ebene geklappt werden (90°-Puls). Der 
Drehwinkel θ der Drehung der Magnetisierung ist abhängig von der Dauer t und der Stärke 




In der xy-Ebene kann diese oszillierende Magnetisierung nun eine Spannung in der Spule 
induzieren. Das resultierende Meßsignal wird als freier Induktionsabfall (Free Induction 
Decay) bezeichnet und durch Fourier-Transformation kann daraus das NMR-Spektrum 
gewonnen werden. 
Durch Relaxationsprozesse kehrt die Magnetisierung anschließend wieder in den 
Grundzustand zurück. Wenn die Gesamtmagnetisierung in der xy-Ebene liegt, dann existiert 





Nβ), da durch Kohärenz mit dem eingestrahlten B1-Feld so viele Spins angeregt wurden, dass 
gerade eine Gleichbesetzung der beiden Zustände besteht. Durch das eingestrahlte B1-Feld 
präzedieren diese Spins nun aber in Phase, wodurch die Quermagentisierung My entsteht. Bei 
der T1-Relaxation (Longitudinale oder Spin-Gitter-Relaxation) relaxieren diese Spins wieder 
vom angeregten in den Grundzustand, wobei die Gesamtmagnetisierung in z-Richtung wieder 
zunimmt (siehe Abb. 15). Bei der T2-Relaxation (Transversale oder Spin-Spin-Relaxation) 
hingegen geht die Phasenkohärenz der Spins verloren, wodurch die Gesamtmagnetisierung in 
der xy-Ebene abnimmt.  
 
 
Abb. 15  T1- und T2-Relaxation 
 
2.3.1 Chemische Verschiebung 
Das am Kern wirkende Magnetfeld Beff ist nicht identisch mit dem äußeren Magnetfeld B0, da 
es unter anderem durch die Wechselwirkung der Elektronenhülle des betrachtenden Kernes 
beeinflusst wird. Die Elektronen erzeugen durch ihre Bewegung ebenfalls ein Magnetfeld, 
welches dem äußeren Magnetfeld meistens entgegen gerichtet ist und somit ein verringertes 




Durch das verringerte Beff ergibt sich eine kleinere Energiedifferenz zwischen den beiden 
Spinzuständen und somit ist auch die Resonanzfrequenz des beobachteten Kernes aufgrund 
seiner chemischen Umgebung leicht verschoben. Diese Änderung nennt man chemische 
Verschiebung δ, und diese ist im Vergleich zur Zeemann-Aufspaltung nur sehr klein, weshalb 
sie in Millionstel der Larmorfrequenz angegeben wird (parts per million oder ppm). Die 
chemische Verschiebung hängt von der Magnetfeldstärke B0 und somit von einem  
geräteabhängigen Parameter ab, weshalb sie im Bezug auf eine Referenzsubstanz ausgedrückt 








In der Flüssigkeits-NMR Spektroskopie ist die Richtungsabhängigkeit der chemischen 
Verschiebung durch die schnelle Bewegung der Moleküle ausgemittelt. Man kann hier also 
nur die isotrope chemische Verschiebung messen (siehe Abb. 16). 
 
 
Abb. 16 Die isotrope chemische Verschiebung 
Abbildung zur Verfügung gestellt von Dr. Stephan Grage, KIT Karlsruhe. 
 
In der Festkörper-NMR Spektroskopie erhält man hingegen ein Pulverspektrum, welches aus 
den Signalen aller möglichen Orientierungen aufgebaut ist (siehe farblich markierte Linien im 
Pulverspektrum und entsprechend markierte Kerne in Abb. 16). Ein solches Pulverspektrum 
enthält trotz seiner breiten Linienform sehr viel Information und es kann durch folgende 







Abb. 17 Das Pulverspektrum 
Abbildung zur Verfügung gestellt von Dr. Stephan Grage, KIT Karlsruhe. 
 




xx stellen die Hauptachsenwerte des chemischen 
Abschirmungstensors im Hauptachsensystem dar (vergleiche Abb. 18). Der Asymmetrie-
Parameter η beschreibt die Abweichung von einem axialsymmetrischen Tensor (η = 0), bei 












Um die Richtungsabhängigkeit der chemischen Verschiebung mathematisch zu behandeln, 









Dieser sogenannte chemische Verschiebungstensor (oder auch CSA-Tensor für chemical shift 
anisotropy) kann durch ein Ellipsoid veranschaulicht werden (siehe Abb. 18).  
 
 
Abb. 18 Tensor-Ellipsoid im PAS-System 
Abbildung zur Verfügung gestellt von Dr. Stephan Grage, KIT Karlsruhe. 
 
Verwendet man als Koordinatensystem das Hauptachsensystem (PAS-System für principal 
axes system) dann liegen die Hauptachsen des Ellipsoids genau auf den Achsen des 





Die Diagonalelemente des Tensors können aus einem Pulverspektrum bestimmt werden 
(vergleiche Abb. 17). In dem PAS-System ist die Orientierung des Magnetfeldes B0 im 
Allgemeinen nicht mehr in Richtung der z-Achse ausgerichtet (siehe Abb. 18). Diese 







Da in diesem Koordinatensystem das Magnetfeld B0 in Richtung der z-Achse ausgerichtet ist, 
bleibt nur die Kompononente B0z des Magnetfeldvektors bestehen.  
 
 
Abb. 19  Säkulare Näherung 
Abbildung zur Verfügung gestellt von Dr. Stephan Grage, KIT Karlsruhe. 
 
Das induzierte Magnetfeld Bind ist sehr viel kleiner als das äußere Magnetfeld B0 (siehe Abb. 
19). Somit ist das am Kern wirkende Magnetfeld Beff praktisch parallel zu Bo, und es reicht 





Die Resonanzfrequenz wird demnach im Laborkoordinatensystem nur durch die 





Folglich ist jetzt also der Tensor im Hauptachsensystem (3 Hauptachsenwerte bekannt aus 
Pulverspektrum) gegeben, und die σzz-Komponente des Tensors im Laborsystem wurde durch 
die gemessene Resonanzfrequenz bestimmt. Zur Bestimmung der Molekülorientierung ist nun 






Abb. 20  Polarkoordinatentransformation 
Abbildung zur Verfügung gestellt von Dr. Stephan Grage, KIT Karlsruhe. 
 











Somit sind nun beide Koordinatensysteme in Beziehung zueinander gesetzt, und es kann die 
Orientierung des Tensors im Magnetfeld berechnet werden. 
 
2.3.2 Skalare Kopplungen 
Skalare Kopplungen spielen hauptsächlich in der Flüssigkeits-NMR eine wichtige Rolle, 
weshalb sie hier nur kurz erwähnt werden, da das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der 
Festkörper-NMR liegt. Die skalare Kopplung wird auch häufig als indirekte 
Spin-Spin-Kopplung bezeichnet, da sie über die Bindungselektronen vermittelt wird. Hierbei 
werden die magnetischen Wechselwirkungen über die Bindungselektronen von einem Kern 
auf den anderen übertragen. Somit kommt es zu charakteristischen Aufspaltungen der Signale 
im Spektrum. Betrachtet man beispielsweise ein Proton, welches mit einem Nachbarproton 





das effektive Magnetfeld des beobachteten Kernes in einem Fall abgeschwächt und im 
anderen Fall verstärkt, wodurch das Signal in ein Duplett aufspaltet. Allgemein kann die 
Multiplizität M der Signalaufspaltung durch n benachbarte Kerne mit M = 2nI + 1 angegeben 
werden, und die Signalintensität folgt dem Pascalschen Dreieck. Die Kopplungskonstante J 
wird in Hertz angegeben und entspricht dem Abstand zweier benachbarter Linien des 
Multipletts. Die Kopplungskonstante ist unabhängig von der Magnetfeldstärke und kann über 
mehrere Bindungen reichen. Eine hochgestellte Ziffer vor der Kopplungskonstante gibt 
hierbei die Anzahl der Bindungen an die zwischen den koppelenden Kernen liegt (zum 
Beispiel 2J für geminale Kopplungen oder  3J für vicinale Kopplungen). Insbesondere die 
vicinale Kopplungskonstante kann wertvolle Strukturinformationen liefern, da sie 
beispielsweise vom Diederwinkel abhängig ist. Die sogenannte Karplus-Kurve trägt die 
3J-Kopplungskonstante in Abhängigkeit vom Diederwinkel auf. Viele wichtige Experimente 
in der Flüssigkeits-NMR wie zum Beispiel das COSY- und HSQC-Experiment basieren auf 
der skalaren Kopplung. 
 
2.3.3 Die dipolare Kopplung 
Die dipolare Kopplung wirkt im Gegensatz zu der skalaren Kopplung über den Raum. 
Deshalb wird sie auch als direkte Spin-Spin-Kopplung bezeichnet. Hierbei beeinflusst das 
magnetische Moment eines Kerns das effektive Magnetfeld Beff des beobachteten Kerns, 
wobei sich die Kerne in direkter Nachbarschaft befinden müssen. Die dipolare Kopplung tritt 
nur im Festkörper auf, da sie in der Flüssigkeit durch die schnelle Molekülbewegungen 
ausgemittelt ist. Diese Kopplungen liegen im kHz-Bereich und sind somit maßgeblich an den 
breiten Linien in einem Festkörperspektrum beteiligt. 
Der Einfluss der dipolaren Kopplung auf das effektive Magnetfeld kann wieder mit einem 
Tensor beschrieben werden.  
 
 
Abb. 21  Der Dipoltensor 





Im Laborkoordinatensystem liegt die z-Achse wieder entlang des Magnetfeldes B0. Im 
Hauptachsensystem hingegen liegt z-Komponente entlang der Verbindungsachse der beiden 
Kerne (siehe Abb. 21). Der Winkel zwischen dieser Verbindungsachse und dem Magnetfeld 
wird mit θ bezeichnet. 









μ0 = Permeabilitätskonstante des Vakuums;  γI = gyromagnetisches Verhältnis des Kernes I; 
γS = gyromagnetisches Verhältnis des Kernes S; r = Abstand der Kerne; θ = Winkel der Verbindungsachse der 
beiden Kernen mit dem Magnetfeld 
 
Die Stärke der dipolaren Kopplung ist demnach vom Abstand der beiden Kerne und vom 
Winkel der Verbindungsachse der beiden Kerne zum äußeren Magnetfeld B0 abhängig. Die 
Reichweite der dipolaren Kopplung ist nur sehr gering (mehrere Å) und zu 1/r3 proportional. 
Der Einfluss des Winkels θ zwischen dem Magnetfeld und der Verbindungsachse der beiden 
koppelnden Kerne ist in Abb. 22 gezeigt. Bei einem Winkel von θ = 0 wird die 
Kopplungsstärke maximal. Die Verbindungsachse der beiden koppelnden Kerne steht in 
diesem Fall parallel zum Magnetfeld. Bei einem Winkel von θ = 54,7° hingegen verschwindet 
die Kopplung vollständig. Dieser Winkel wird als „Magischer Winkel“ bezeichnet. Betrachtet 
man nun eine Pulverprobe, so ergibt sich durch die Aufspaltung aufgrund der dipolaren 







Abb. 22  Einfluss des Winkels θ auf die dipolare Kopplung 
Abbildung zur Verfügung gestellt von Dr. Stephan Grage, KIT Karlsruhe. 
 
2.3.4 Quadrupolaufspaltung 
Die Quadrupolaufspaltung tritt nur bei Kernen mit einem Kernspin von I > ½ auf und somit 
nicht bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kernen. Deshalb wird nur kurz auf 
diese Wechselwirkung eingegangen. 
Wie die dipolare Kopplung tritt auch die Quadrupolaufspaltung nur im Festkörper auf, da sie 
in der Flüssigkeit durch die schnellen Molekülbewegungen ausgemittelt wird. Bei Kernen mit 
I > ½ herrscht eine nicht sphärische Ladungsverteilung im Kern. Diese asymmetrische 
Ladungsverteilung ruft ein elektrisches Quadrupolmoment hervor, welches mit dem 
elektrischen Feldgradienten der Elektronen in Wechselwirkung tritt und somit wieder das am 
Kern wirkende Magnetfeld Beff beeinflusst. Die Übergänge zwischen den Kern-Zeeman-
Energieniveaus sind nun nicht mehr entartet. So kommt es aufgrund der Zeeman-Aufspaltung 
bei einem Kern mit I = 1 zu zwei möglichen Übergängen, welche ohne Quadrupolmoment 





Aufspaltung der Signale. Eine Pulverprobe ergibt wieder die charakteristische Linienform 
eines Pake-Dupletts. Aufgrund der Orientierungsabhängigkeit der Quadrupolaufspaltung 
können aus dieser wieder wichtige Strukturinformationen gewonnen werden. 
 
2.4 Festkörper-NMR Experimente zur Proteinstrukturanalyse 
Festkörper-NMR Experimente eignen sich sehr gut zur Strukturaufklärung von 
Membranproteinen, da sie eine Untersuchung des Proteins in einer Membran-imitierenden 
Umgebung ermöglichen. NMR-aktive Kerne wie 1H, 2H, 13C, 14N, 15N, 17O und 31P kommen 
in Biomolekülen natürlich vor. Um beurteilen zu können, welche dieser Kerne sich für eine 
NMR-spektroskopische Strukturuntersuchung eignen, muss ihre natürliche Häufigkeit, ihr 
Kernspin und ihr gyromagnetisches Verhältnis betrachtet werden. 
 
Kern Kernspin I 
gyromagnetisches 
Verhältnis γ [T-1s-1] 
natürliche 
Häufigkeit [%] 
1H 1/2 2,6752·108 99,985 
2H 1 0,4107·108 0,015 
13C 1/2 0,6727·108 1,1 
14N 1 0,1934·108 99,63 
15N 1/2 -0,2711·108 0,37 
17O 5/2 -0,3624·108 0,037 
31P 1/2 1,0829·108 100 
 
Abb. 23 Eigenschaften NMR-aktiver Kerne in biologischen Proben 
 
Wie man aus Abb. 23 erkennen kann, würden sich neben Protonen auch 31P sehr gut zur NMR 
spektroskopischen Untersuchung von Biomolekülen eignen. Jedoch ist 1H wegen starker 
Linienverbreiterung durch Dipolkopplung in der Festkörper-NMR nur schlecht aufzulösen 
und zu interpretieren. 31P hingegen eignet sich sehr gut zur Untersuchung von Phospholipiden 
in Membranen. Es kommt jedoch nicht in Proteinen vor und kann somit nicht zu deren 
Strukturaufklärung herangezogen werden. Deuterium, 17O und 14N haben ein 
Quadrupolmoment und daher breite Linien. Des Weiteren besitzen sie ein niedriges 
gyromagnetisches Verhältnis und werden daher nur in Spezialfällen verwendet. Die Kerne 13C 
und 15N sind aufgrund ihres Kernspins von I = ½ gut für die NMR-spektroskopische 
Strukturaufklärung geeignet. Sie besitzen aber nur eine geringe natürliche Häufigkeit, was 





bakterieller Expression in Minimalmedium mit einer entsprechenden Isotopenquelle, 
umgangen werden kann. Insbesondere der Kern 15N eignet sich sehr gut zur 
Strukturaufklärung von Proteinen, da er in der Peptidbindung isoliert vorliegt und somit keine 
Linienverbreiterung durch homonukleare Kopplung auftritt. Der Einfluss des kleinen 
gyromagnetischen Verhältnisses auf die Signalintensität kann durch spezielle NMR-
Techniken wie die Kreuzpolarisation (cross-polarization, CP) abgeschwächt werden. Hierbei 
wird Magnetisierung von einem empfindlichen Kern mit großem gyromagnetischem 
Verhältnis (z. B. 1H) auf einen unempfindlichen Kern mit kleinem gyromagnetischem 
Verhältnis (z. B. 15N) übertragen (siehe Abb. 24).  
 
 
Abb. 24 Kreuzpolarisation 
Abbildung verändert übernommen aus [156]. 
 
Zu Beginn wird transversale Magnetisierung auf dem empfindlichen Kern durch einen 90°-
Puls erzeugt. Nun folgt die Mischzeit bzw. Kontaktzeit, in welcher Magnetisierung zwischen 
den beiden Kernen ausgetauscht werden kann. Hierzu wird auf beiden Kanälen mit einem B1-
Feld eingestrahlt, welches die Hartmann-Hahn Bedingung erfüllen muss [157]. 
 
Die Spins sind in dieser Zeit in einem Spin-Lock festgehalten und energetisch gekoppelt, 
wodurch sie Magnetisierung austauschen können. Hierbei nimmt die Magnetisierung der 
Protonen kaum ab, da sie in einer viel größeren Anzahl vorhanden sind. Die Magnetisierung 
der 15N-Kerne nimmt hingegen stark zu. Die Signalverstärkung, welche durch 
Kreuzpolarisation erreicht werden kann, ist proportional zum Quotient der beiden 
gyromagnetischen Verhältnisse γH/γN. Ein weiterer Vorteil dieser Methode liegt darin, dass 





diese jetzt nicht mehr von der T1-Zeit der 
15N-Kerne, sondern nun von der meist kürzeren T1-
Zeit der Protonen abhängt.  
Da die heteronokleare dipolare Kopplung zwischen beobachtetem Kern und umgebender 
Protonen in Festkörper-NMR Spektren zu breiten Linien führt, muss während der Aufnahme 
entkoppelt werden. Hierzu wird, während auf dem Stickstoff-Kanal das Signal detektiert wird, 
auf dem Protonen Kanal mit einem B1-Feld größer als der Stärke der dipolaren Kopplung auf 
die Protonenresonanzfrequenz eingestrahlt. Durch die Entkopplung auf dem 1H-Kanal sind 
die beiden Spinzustände der Protonen im zeitlichen Mittel gleichbesetzt, wodurch die 
Wechselwirkung mit anderen Kernen aufgehoben ist. Da hierzu B1-Felder im kHz-Bereich 
benötigt werden, wird auch von Hochleistungsentkopplung gesprochen. 
Zur Bestimmung der Orientierung von Proteinen in der Membran eignet sich sehr gut das 
1H/15N-PISEMA (Polarization Inversion Spin Exchange at the Magic Angle) oder das 
1H/15N-SAMMY Experiment. Hierbei handelt es sich um SLF (Separated Local Field) 
Experimente, welche es erlauben die 15N chemische Verschiebung mit der 1H-15N dipolaren 
Kopplung zu korrelieren. Hierzu sind spezielle Pulssequenzen notwendig, welche es 
ermöglichen diese beiden Wechselwirkungen in zwei Frequenzdimensionen getrennt zu 
betrachten. Bei der PISEMA Pulssequenz [158] wird dies durch Polarizations-Umkehr (PI) 
und Magnetisierungsaustausch im Magischen Winkel (SEMA) erreicht. Zuerst wird durch 
Kreuzpolarisation Magnetisierung von den Protonen auf die 15N-Kerne übertragen. Die 
heteronukleare 1H/15N dipolare Kopplung entwickelt sich während SEMA-Periode in der 
t1-Zeit des 2D Experiments. Hierbei wird die linienverbreiternde homonukleare 
Protonendipolkopplung und die  1H chemische Verschiebung unterdrückt, indem die 1H-
Magnetisierung mit einem 35,3° Puls im Magischen Winkel bezüglich B0 angeordnet wird 
und mit der Lee-Goldburg-Sequenz [159] dort gehalten wird. Außerdem wird während der t1-
Zeit auch die Entwicklung der chemischen Verschiebung der 15N-Kerne durch einen Spin-
Lock unterdrückt. Die 15N-chemische Verschiebung entwickelt sich dann während der 
Akquisition in der t2-Zeit, wobei auf dem Protonenkanal hochleistungsentkoppelt wird. Durch 
die spezielle Pulssequenz während der t1-Zeit wird im Vergleich zu konventionellen SLF-
Experimenten eine Verringerung der Linienbreite der 1H-15N dipolaren Kopplungsdimension 
erreicht. Da sich die heteronukleare dipolare Kopplung durch den Spin-Lock der Protonen im 
Magischen Winkel mittels der Lee-Goldburg Pulssequenz nicht in voller Stärke entwickeln 
kann, tritt der unerwünschte Nebeneffekt auf, dass diese Dimension mit einem 
Skalierungsfaktor von 0,82 skaliert wird. Damit der Magnetisierungsaustausch im Magischen 





effektiven B1-Feldstärke der Protonen im Magischen Winkel entsprechen. Die  Einstellung 
der Hartmann-Hahn Bedingung im Magischen Winkel ist jedoch mit Schwierigkeiten 
verbunden, da die Amidprotonen in einem Protein unterschiedliche Resonanzfrequenzen 
besitzen. Besonders bei starken Magnetfeldern kann der Resonanzfrequenz-Bereich der 
Amidprotonen bis zu ca. 10 kHz betragen, wodurch einige Signale im PISEMA-Spektrum 
schlechter aufgelöst werden können und einen falschen Skalierungsfaktor besitzen [160]. Aus 
diesem Grund wurde das SAMMY-Experiment entwickelt [160, 161], welches ähnlich zum 
PISEMA aufgebaut ist und auch die gleichen Informationen liefert, aber anstatt der Lee-
Goldburg- eine magic sandwich-Pulssequenz [162] zur homonuklearen Protonentkopplung 
verwendet. Aus diesem Grund ist das SAMMY weniger abhängig von der 
Protonenresonanzfrequenz und auch leichter aufzusetzen. Die SAMPI4-Pulssequenz stellt 
eine leicht optimierte Variante des SAMMY-Experimentes dar und wurde für die Messungen 
in dieser Arbeit verwendet (siehe Abb. 25). 
 
 
Abb. 25 SAMPI4-Pulssequenz des SAMMY-Experiments 
Abbildung übernommen aus [160]. 
 
Die erhaltenen Spektren aus diesen SAMMY bzw. PISEMA Experimenten zeigen für 
α-Helices charakteristische ringformige Signalmuster, welche als PISA-wheels (Polarity 
Index Slant Angle) bezeichntet werden. Jedes Amid im Rückgrat der α-Helix ruft ein Signal 
in dieser ringförmigen Signalverteilung hervor. Die Lage der Signale wird durch die 
Orientierung der entsprechenden chemischen Verschiebungstensoren und der Dipoltensoren 
zum Magnetfeld bestimmt. Die Hauptachse des Dipoltensors fällt mit der NH-Bindung 
zusammen. Zwischen der Hauptachse des chemischen Verschiebungstensors und der 
NH-Bindung liegt ein Winkel von δ = 18,5°. Die PISA-wheels kommen nun dadurch zu 
Stande, dass die NH-Bindung nicht exakt parallel zur Helixachse liegt und auch die beiden 





Magnetfeld B0) nehmen noch alle NH-Bindungen die gleiche Orientierung zum Magnetfeld 
ein und alle Signale fallen somit in einem Punkt zusammen. Sobald die Helixachse aber leicht 
geneigt vorliegt wird diese Symmetrie gebrochen und es entsteht ein PISA-wheel. Die größten 
Dipolkopplungen können bei leicht geneigten Helices beobachtet werden, da nun einige 
NH-Bindungen und somit auch die Hauptachsen der entsprechenden Dipoltensoren exakt 
parallel zum äußeren Magnetfeld B0 ausgerichtet sind, was zu einer maximalen Aufspaltung 
der Dipolkopplung führt. Wenn eine NH-Bindung im magischen Winkel von 54,7° zum 
Magnetfeld B0 steht, dann ist seine Dipolkopplung 0 Hz. Für NH-Bindungen, die einen 
Winkel von > 54,7° zum Magnetfeld einnehmen, kommt es zu einem Wechsel des 
Vorzeichens der dipolaren Kopplung. Da die SAMMY bzw. PISEMA Spektren symmetrisch  
bezüglich der Achse mit Dipolkopplung 0 sind, wird nur eine Hälfte des Spektrums gezeigt, 
wobei die Signale mit umgekehrtem Vorzeichen der Dipolkopplung in das Spektrum 
„hereingespiegelt“ sind. Anhand der PISA-wheels kann also der Kippwinkel τ der 
betreffenden α-Helix in der Membran ohne Zuordnung der Signale allein durch Auswertung 
des erhaltenen Signalmusters bestimmt werden (siehe Abb. 26). 
 
 
Abb. 26 Orientierungsabhängigkeit des PISA-wheels 
Simulierte PISA-wheels für unterschiedliche Tiltwinkel τ. 








Das Ziel dieser Arbeit ist die Strukturaufklärung des porenbildenden Translokationsproteins 
TatAd aus B. subtilis in Membran-imitierenden Modellsystemen. TatAd spielt eine 
Schlüsselrolle im Tat-abhängigen Proteintransport, wobei bisher nur sehr wenig über die 
genaue Struktur und den molekularen Funktionsmechanismus dieses Transportsystems 
bekannt ist. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten verschiedene Fragmente des Proteins TatAd mittels 
bakterieller Expression dargestellt, aufgereinigt und untersucht werden. Die Fragmente 
wurden dabei so gewählt, dass sie den einzelnen Sekundärstrukturelementen entsprachen, 
welche aus Sequenzanalysen vorhergesagt worden waren [51]. An diesen Fragmenten sollten 
erste Strukturuntersuchungen mittels Zirkulardichroismus (CD) und orientiertem 
Zirkulardichroismus (OCD) durchgeführt werden. Die CD Ergebnisse sollten dabei erste 
globale Sekundärstrukturinformationen liefern, wohingegen es die OCD erlaubt, die 
Orientierung der Fragmente in der Membran zu untersuchen.  
Das hieraus erhaltene erste qualitative Strukturmodell von TatAd sollte nun mit Hilfe von 
Festkörper-NMR Experimenten in magnetisch orientierten Lipiddoppelschichten (Bizellen) 
verfeinert werden. Hierzu wurden zweidimensionale SLF (Separated-Local-Field)-
Experimente wie das 15N-SAMMY verwendet. Aus den sich daraus ergebenden 
charakteristischen „PISA-wheels“ sollte die genaue Orientierung der jeweiligen 
Strukturelemente des Proteins in der Membran bestimmt werden. 
Die NMR Spektroskopie in Flüssigkeiten stellt eine komplementäre Methode zur Festkörper-
NMR dar, da aus ihr die lokale Proteinstruktur gewonnen werden kann, wohingegen die 
Festkörper-NMR die Orientierung in der Membran liefert. Ein Vergleich mit Daten aus der 
Flüssigkeits-NMR sollte, die aus der Festkörper-NMR gewonnen möglichen Orientierungen 
des Proteins TatAd in der Membran weiter einschränken. Das sich daraus ergebende 
Strukturmodell schließt die experimentelle Strukturuntersuchung am TatAd-Monomer ab. 
Da das Protein TatAd die porenbildende Komponente beim Tat-abhängigen Transport darstellt 
[69, 72, 74], sollte abschließend noch ein Ausblick auf die Struktur von TatA-Oligomeren 
gegeben werden. Die Entdeckung charakteristischer Ladungsmotive auf der amphiphilen 
Helix führte zur Aufstellung eines dreidimensionalen Modells der Poren-Bildung mittels 
„Charge-Zipping“. In dieser Arbeit wurde somit die Struktur des Proteins TatAd unter 
Zuhilfenahme und Kombination verschiedener spektroskopischer Methoden aufgeklärt und 







4.1 Darstellung der TatAd-Fragmente 
Zur strukturellen Charakterisierung von TatAd wurde eine reduktionistische Vorgehensweise 
gewählt [163]. Hierzu wurde das Protein in mehrere Fragmente zerteilt (siehe Abb. 27), wobei 
diese so gewählt wurden, dass sie den einzelnen Sekundärstrukturelementen, welche aus 
Sequenzanalysen bekannt waren [51, 164], entsprachen. 
 
 
Abb. 27  Schematische Darstellung der TatAd-Fragmente und deren vorhergesagte 
Orientierung in der Membran [163]  
Zylinder symbolisieren vorhergesagte α-helikale Bereiche. 
 
Die vorhergesagte Struktur des Proteins TatAd aus B. subtilis besteht aus einer N-terminalen 
hydrophoben transmembranen α-Helix, gefolgt von einer amphiphilen α-Helix und einem 
unstrukturierten C-Terminus. Die Gesamtlänge des Proteins beträgt 70 Aminosäuren (siehe 
Abb. 28).  
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Abb. 28  Aminosäuresequenz des TatAd aus B. subtilis 
 
Die Darstellung der einzelnen Proteinfragmente sollte mittels bakterieller Expression 
erfolgen, da eine chemische Peptidsynthese für hydrophobe Proteine nur wenig aussichtsreich 





markiertem Probenmaterial für die anschließenden NMR-spektroskopischen Untersuchungen 
erlaubt. 
 
4.1.1 Darstellung der Expressionsvektoren für die TatAd-
Fragmente 
Der Expressionsstamm E. coli TG1 pREP4/pQE9-TatAd [118] wurde von Dr. Jörg Müller 
(Universität Jena) zur Verfügung gestellt. Die DNA-Sequenz von TatAd wurde von Dr. 
Christian Lange (Universität Karlsruhe) in den Expressionsvektor pET-28a(+) (Novagen) 
umkloniert. Der Vektor pET-28a(+) codiert eine Kanamycin-Resistenz und einen N-
terminalen His-Tag (Hexahistidin-Anhang). Dieser N-terminale His-Tag dient zur 
Aufreinigung über eine Ni2+-Affinitätssäule und kann später wieder durch eine 
Bromcyanspaltung abgespalten werden. Diese spaltet C-terminal von Methionin, wodurch die 
erste Aminosäure des TatAd zusammen mit dem His-Tag abgetrennt wird.  
Aus dem daraus resultierenden Plasmid pET-28-TatA1-70 [163] wurden mittels Mutagenese 
mit Hilfe des Stratagene QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kits, die weiteren 
Expressionsvektoren für die TatAd-Fragmente dargestellt (siehe Abb. 29). 
 
 
   1                                                                                             10 
ATG  TTT  TCA  AAC  ATT  GGA  ATA  CCG  GGC  TTG  ATT  CTC  ATC  TTC  
                                                       20      21                                                                       28 
GTC  ATC  GCC  CTC  ATT  ATT  TTT  GGC  CCT  TCC  AAG  CTG  CCG  GAA  
  30             40 
ATC  GGG  CGT  GCC  GCC  GGA  CGG  ACA  CTG  CTG  GAA  TTT  AAA  AGC  
                                   46         50 
GCC  ACA  AAA  TCA  CTT  GTG  TCT  GGT  GAT  GAA  AAA  GAA  GAG  AAA  
             60           70 
TCA  GCT  GAG  CTG  ACA  GCG  GTA  AAG CAG  GAC  AAA  AAC  GCG  GGC  
 
Abb. 29  DNA-Sequenz des TatAd aus B. subtilis  
Farblich markiert sind alle Codons, die einer Punktmutation zur Darstellung der TatAd-Fragemente unterzogen 
wurden: 
TatA2-45: S46-Codon TCA wird in Stopp-Codon TAA überführt. 
TatA22-45: F21-Codon TTT wird in M21-Codon ATG und S46-Codon TCA wird in Stopp-Codon TAA überführt. 
TatA1-27: E28-Codon GAA wird in Stopp-Codon TAG überführt. 
 
 TatA2-45 
Als erstes Fragment des Proteins TatAd sollte ein um den C-Terminus verkürztes Segment 
dargestellt werden, da der C-Terminus vermutlich unstrukturiert ist und die Aktivität nicht zu 





Hierzu wurde das Codon der Aminosäure Serin an der Position 46 mittels Mutagenese mit 
Hilfe des Stratagene QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kits in das Stopp-Codon TAA 
überführt. Hierbei wurde eine PCR mit Primern (siehe Abb. 30), die die gewünschte Mutation 
enthalten, durchgeführt [163, 165]. 
 
TatA1-45fwd GC Tm
 Länge M 
5’-GCTGGAATTTAAAAGCGCCAC 
AAAATAACTTGTGTCTGGTGATG-3’ 
40,9 % 80,7 °C 44 N 13619 g/mol 
 
TatA1-45rev GC Tm
 Länge M 
5’-CATCACCAGACACAAGTTATTTT 
GTGGCGCTTTTAAATTCCAGC-3’ 
40,9 % 80,7 °C 44 N  13441 g/mol 
 
Abb. 30  pET-28-TatA1-45 Mutagenese Primer 
Rot: eingeführtes Stop-Codon 
 
Nach einem einstündigen Verdau des Elternstranges mit DpnI bei 37 °C, wobei nur das 
mutierte Plasmid zurückbleibt, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt um das 
Ergebnis der PCR zu überprüfen. 
 
 




Spur 1: peqGOLD DNA-Sizer  
Spur 2: Kontrolle 





Abb. 31  Agarosegel der Mutagenese zu pET-28-TatA1-45 [165] 
 
Sowohl die PCR als auch der anschließende Verdau des Elternstranges sind erfolgreich 
verlaufen ist (siehe Abb. 31). Die Kontrolle (PCR-Ansatz ohne Zusatz von Polymerase) zeigt 





Nach der Transformation in E. coli XL1-Blue supercompetent cells wird das mutierte Plasmid 
durch die Zellen zu einem Ring geschlossen und man hat das Plasmid mit der gewünschten 
Mutation vorliegen. Bei einer anschließenden Expression wird nun die Translation bei diesem 
Stopp-Codon beendet und man erhält ein verkürztes TatAd. Somit ergibt sich nach der 
Bromcyanspaltung (Abspaltung des N-terminalen Methionins zusammen mit dem His-Tag) 
das Protein TatA2-45 (siehe Abb. 32). 
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Abb. 32  Aminosäuresequenz des TatA2-45 
 
 TatA22-45 
Als Ausgangspunkt diente das Plasmid des pET-28-TatA1-45, welches bereits um den C-
Terminus verkürzt ist. Zur Darstellung des amphiphilen Teils musste also nur noch der 
transmembrane Bereich abgespalten werden. Hierzu sollte ein Methionin zwischen den 
Transmembranteil und den amphiphilen Teil des Proteins TatA2-45 eingefügt werden, um es 
mit Hilfe der Bromcyanspaltung spalten zu können.  
Das Codon der Aminosäure Phenylalanin21 wurde hierzu mittels Mutagenese mit Primern 
(siehe Abb. 33), die die gewünschte Mutation enthalten, in das Codon für Methionin (ATG) 
überführt [163, 165].  
 
TatA1-45F21Mfwd GC Tm
 Länge M 
5’-CGCCCTCATTATTATGGGC 
CCTTCCAAGCTGCCGG-3’ 
60 % 81,1 °C 35 N 10635 g/mol 
 
TatA1-45F21Mrev GC Tm
 Länge M 
5’-CCGGCAGCTTGGAAGG 
GCCCATAATAATGAGGGCG-3’ 
60 % 81,1 °C 35 N 10871 g/mol 
 
Abb. 33  pET-28-TatA1-45F21M Mutagenese Primer 
Rot: eingeführtes Methionin-Codon 
 
Anschließend folgte wieder ein Verdau des Elternstranges mit DpnI und eine Agarose-
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Spur 1: peqGOLD DNA-Sizer  
Spur 2: pET-28-TatA1-45F21M 





Abb. 34  Agarosegel der Mutagenese zu pET-28-TatA1-45F21M [165] 
 
Die PCR und der anschließende Verdau sind erfolgreich verlaufen, da nur im Mutagenese-
Ansatz und nicht in der Kontrolle (PCR-Ansatz ohne Zusatz von Polymerase) Plasmid-DNA 
zu erkennen ist (siehe Abb. 34). 
Durch Transformation in E. coli XL1-Blue supercompetent cells wird die Plasmid-DNA zu 
einem Ring geschlossen und man hat die Gensequenz des TatA1-45F21M im Expressionsvektor 
pET-28a(+) vorliegen. 
Die Bromcyanspaltung spaltet C-terminal von Methionin, wodurch man das TatAd-Fragement 
TatA22-45 erhält (siehe Abb. 35).  
 
 
                               22                        30                                   40                45                                       
G P S K L P E I G R A A G R T L L E F K S A T K 
 
 
Abb. 35  Aminosäuresequenz des TatA22-45  
 
 TatA1-27 
Dieses Fragment wurde von Dr. Christian Lange (Universität Karlsruhe) [163] dargestellt und 
spiegelt den transmembranen Bereich des Proteins TatAd wider.  
Als Ausgangsprodukt diente das Plasmid pET-28-TatA1-70, welches durch Mutagenese an der 









 Länge M 
5’-CTTCCAAGCTGCCGTAG 
ATCGGGCGTGCCGC-3’ 
67,7 % 81,1 °C 31 N 9489 g/mol 
 
TatA1-27rev GC Tm
 Länge M 
5’-GCGGCACGCCCGATCTA 
CGGCAGCTTGGAAG-3’ 
67,7 % 81,1 °C 31 N 9547 g/mol 
 
Abb. 36  pET-28-TatA1-27 Mutagenese Primer 
Rot: eingeführtes Stop-Codon 
 
Bei der Translation wird das Protein nur bis zu diesem Stop-Codon abgelesen und man erhält 
ein TatAd-Fragment, welches nur den transmembranen Bereich umfasst. Aufgrund der hohen 
Hydrophobizität dieses Fragments muss es durchgehend in Detergenz-Mizellen solubilisiert 
vorliegen, da das Protein nach einer Präzipitation nur sehr schwer wieder in Lösung zu 
bekommen ist. Somit konnte dieses Proteinfragment nicht mit Hilfe einer Bromcyanspaltung 
vom N-terminalen His-Tag befreit werden. Es wurde deshalb in detergenzhaltiger Lösung mit 
Hilfe des Enzyms Trypsin gespalten. Da Trypsin selektiv nach den Aminosäuren Lysin und 
Arginin spaltet, bleibt noch das Tripeptid GSH am Anfang des Protein-Fragments zurück 
(siehe Abb. 37). 
 
M G S S H H H H H H S S G L V P R G S H Start 
 
Abb. 37  Aminosäuresequenz des His-Tag im Expressionsvektor pET-28a(+) 
 
Aus diesem Grund wurde noch eine weitere Deletionsmutagenese durchgeführt, um das 
vektorcodierte Tripeptid GSH zu eliminieren (siehe Abb. 38). 
 
TatA1-27-GSH_fwd GC Länge M 
5’-CCTGGTGCCGCGC  ATGTTTTCAAACATTGG-3’ 53,3 % 30 N 9189 g/mol 
 
TatA1-27-GSH_rev GC Länge M 
5’-CCAATGTTTGAAAACAT  GCGCGGCACCAGG-3’ 53,3 % 30 N 9225,1 g/mol 
 
Abb. 38 pET-28-TatA1-27 Deletions-Mutagenese Primer 
Leerzeichen im Primer zeigt die Stelle der Deletion. 
 
Das Plasmid wurde wieder in E. coli XL1-Blue supercompetent cells transformiert, wodurch 
das Plasmid zu einem Ring geschlossen wird und somit die Gensequenz des TatA1-27 im 





Da durch die Spaltung mit Trypsin im Vergleich zur Bromcyanspaltung nicht das N-terminale 
Methionin abgespalten wird, erhält man das Fragment TatA1-27 (siehe Abb. 39). Es kommt bei 
den hier verwendeten Verdauzeiten zu keiner Spaltung nach Lys25 durch Trypsin, da dieser 
Teil des Proteins wahrscheinlich durch die NLS-Mizelle abgeschirmt wird. 
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Abb. 39 Aminosäuresequenz des TatA1-27  
 
 TatA22-70 
Dieses Fragment wurde von Dr. Christian Lange (Universität Karlsruhe) [163] dargestellt und 
enthält den amphiphilen Bereich sowie den unstrukturierten C-Terminus des Proteins TatAd. 
Die Darstellung erfolgte ausgehend von dem Plasmid pQE9-TatAd [118], wobei das 
entsprechende Genfragment mit Hilfe einer PCR amplifiziert wurde. Die Primer wurden dabei 
so gewählt, dass sie eine NdeI bzw. XhoI Schnittstelle am Ende der zu amplifizierenden 
Gensequenz enthalten (siehe Abb. 40).  
 
TatA22-70fwd GC Länge M 
5’-GTGGAATTCCATATGGGCCCTTCCAAGCTGC-3’ 54,8 % 31 N 9487,2 g/mol 
 
TatA22-70rev GC Länge M 
5’-GCGCCTCTCGAGTCAGCCCGCGTTTTTGTCC-3’ 64,5 % 31 N 9406,1 g/mol 
 
Abb. 40 pET-28-TatA22-70 Primer 
Rot: eingeführte NdeI-Erkennungssequenz 
Blau: eingeführte XhoI-Erkennungssequenz 
 
Anschließend wurde sowohl das PCR-Produkt, als auch der Vektor pET-28a(+), der in seiner 
Multiple Cloning Site (MCS) ebenfalls eine XhoI und NdeI-Schnittstelle besitzt, mit beiden 
Restriktionsendonukleasen verdaut. Eine anschließende Ligation der amplifizierten 
Gensequenz in den Expressionsvektor ergab das Plasmid pET-28-TatA22-70 (siehe Abb. 41). 
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4.1.2 Biosynthese der TatAd-Fragmente 
Zur Expression wurden Zellen des Stammes E.coli BL21(DE3) verwendet. Dieser Stamm 
wurde für eine hohe Proteinexpressionsrate optimiert. Er enthält ein IPTG-induzierbares Gen 
für eine T7-RNA-Polymerase. Diese wird für die Expression eines Gens auf einem 
Expressionsvektor mit T7-Promotor, wie dem pET-28a(+), benötigt. Für die Expression des 
sehr hydrophoben Fragmentes TatA1-27 wurden hingegen E. coli C41(DE3) Zellen, welche 
speziell auf die Expression von toxischen Membranproteinen optimiert sind [166], verwendet. 
Die entsprechenden E. coli Zellen wurden zu Beginn mit dem Plasmid des entsprechenden 
TatAd-Fragments transformiert.  
Vor der Expression im präparativen Maßstab wurden Testexpressionen durchgeführt, um den 
optimalen Induktionszeitpunkt und die optimale Expressionsdauer festzustellen. Der 
Zeitpunkt der Induktion hatte bei allen TatAd-Fragmenten kaum Einfluss auf die 
Proteinausbeute. Die Induktion wurde somit immer im Bereich von OD600 = 0,6-1,2 a.u. 
durchgeführt. Die optimale Expressionsdauer betrug bei dem Fragment TatA22-70 etwa 4-6 
Stunden, da es bei längeren Expressionszeiten wieder abgebaut wurde. Bei allen weiteren 
Fragmenten wurden hingegen Expressionszeiten von 16-22 Stunden angewendet, um eine 
möglichst hohe Bakterien- und Proteinausbeute zu ermöglichen (siehe Abb. 42). 
 
 
Abb. 42  Wachstumskurve von E. coli bei der Expression von TatA2-45 in Voll- und 
Minimalmedium 
 
Für die Expression von unmarkiertem Probenmaterial, welches zum Beispiel für die CD-





Vollmedium, in dem alle Nährstoffe in ausreichender Menge zur Verfügung stehen, aber 
keine genaue Definition der Zusammensetzung möglich ist. Anhand der gezeigten 
Wachstumskurve erkennt man, dass in diesem Medium die Bakterien schneller wachsen und 
auch die Ausbeute nach 21 Stunden Expressionszeit höher ist. 
Für die NMR-Untersuchungen wird jedoch mit NMR-aktiven Kernen markiertes 
Probenmaterial benötigt, wozu die TatAd-Fragmente mit den Isotopen 
15N beziehungsweise 
13C markiert wurden. Hierbei verwendet man ein Minimalmedium, welches eine genaue 
Definition der Zusammensetzung erlaubt. Für das Einführen einer uniformen 15N- bzw. 
13C-Isotopenmarkierung wurde ein M9-Medium verwendet, wobei als einzige Stickstoffquelle 
15N-markiertes Ammoniumchlorid beziehungsweise als einzige Kohlenstoffquelle 
13C-markierte Glucose bei der Expression vorlag. Sollen hingegen einzelne Aminosäuren 
selektiv markiert werden, enthält das Expressionsmedium als Stickstoffquelle unmarkiertes 
Ammoniumchlorid. Kurz vor der Induktion wird dann die entsprechende 15N-markierte 
Aminosäure zusammen mit allen weiteren proteinogenen Aminosäuren (unmarkiert) dem 
Expressionsmedium zugesetzt. Die Bakterien verwenden daraufhin bevorzugt die im Medium 
vorliegenden Aminosäuren für die Proteinbiosynthese. Aufgrund von Scrambling wurde die 
Expressionsdauer auf vier Stunden verkürzt. Mit Scrambling bezeichnet man den, durch den 
Aminosäure-Stoffwechsel hervorgerufenen, Austausch der Markierung in andere 
Aminosäuren. 
Das Ergebnis der jeweiligen Expression wurde nach der Zellernte durch eine SDS-PAGE 
überprüft (siehe Abb. 43) 
 
       1         2         3        4         5        6         7         8 
 
 
Spur 1: PageRuler Protein Ladder 
Spur 2: TatA2-45 0 h (Induktion) 
Spur 3: TatA2-45 1 h nach Induktion 
Spur 4: TatA2-45 2 h nach Induktion 
Spur 5: TatA2-45 3 h nach Induktion 
Spur 6: TatA2-45 4 h nach Induktion 
Spur 7: TatA2-45 5 h nach Induktion 
Spur 8: TatA2-45 21 h nach Induktion 
 
 











Die Abbildung zeigt als Beispiel die SDS-PAGE einer Expression von TatA2-45 in 
Vollmedium (LB). Es ist deutlich zu erkennen, wie die Menge des exprimierten Proteins mit 
der Expressionsdauer zunimmt und auch nach einer langen Expressionsdauer von 21 Stunden 
das Protein nicht wieder abgebaut wird. 
 
4.1.3 Aufreinigung der TatAd-Fragmente 
Die Zellen wurden nach der Expression durch Zentrifugation geerntet und nach der Zugabe 
von Proteaseinhibitoren mit Ultraschall oder mittels French Press aufgeschlossen. 
Anschließend wurden die Zelltrümmer mittels Zentrifugation und die Membranen mittels 
Ultrazentrifugation abgetrennt. Der Überstand der Ultrazentrifugation entspricht der 
Zellplasma-Fraktion, welche alle löslichen Proteine enthält. Die Zelltrümmer-Fraktion, die 
aus Zelltrümmern, eventuell gebildeten inclusion bodies und unaufgeschlossenen Zellen 
besteht, wurde ebenso wie die Membran-Fraktion mit Hilfe des anionischen Detergenzes NLS 
(N-lauroylsarcosine) solubilisiert. Es ergeben sich somit drei Fraktionen, die je nach 
Fragment eine unterschiedliche Menge an Protein beinhalten (siehe Abb. 44). 
 
 
Abb. 44  Überblick Proteinaufreinigung 
 
Die weitere Aufreinigung unterscheidet sich je nach Fragment, weshalb hier für jedes 






Zu Beginn der Aufreinigung wurde eine Lokalisation des Proteins mittels SDS-PAGE 
durchgeführt (siehe Abb. 45).  
 
         1         2         3          4 
 
Spur 1: PageRuler Protein Ladder 
Spur 2: Zelltrümmer-Fraktion 
Spur 3: Zellplasma-Fraktion 
Spur 4: Membran-Fraktion 
 
Abb. 45  Lokalisation des TatA2-45 [165] 
 
Die SDS-PAGE von Proben der einzelnen Fraktionen zeigt, dass sich TatA2-45 hauptsächlich 
in der Membran- und Zelltrümmer-Fraktion befindet. Im Gegensatz zu TatA2-70 befindet sich 
kaum Protein im Zellplasma. Durch Abtrennen des unstrukturierten C-Terminus ist also die 
Löslichkeit des Proteins verloren gegangen, oder nur das ungekürzte Protein ist in der Lage 
mizellenartige Strukturen auszubilden, wie sie für im Cytosol gelöstes TatAd beobachtet 
werden konnten [75]. 
Das Protein muss nun aus der Membran- und Zelltrümmer-Fraktion herausgelöst werden. 
Hierzu wurden die jeweiligen Fraktionen mit dem Detergenz NLS solubilisiert. 
 
 
      1     2      3     4      5     
Spur 1: PageRuler Protein Ladder 
Spur 2: Membran Pellet nach Solubilisierung mit 2 % NLS 
Spur 3: solubilisierte Membran-Fraktion 
Spur 4: Zelltrümmer Pellet nach Solubilisierung mit 2 % NLS 
Spur 5: solubilisierte Zelltrümmer-Fraktion 
 
 






Anhand der SDS-PAGE erkennt man deutlich, wie effektiv das Detergenz NLS das Protein 
aus dem Pellet der Zelltrümmer- und Membran-Fraktion herauslöst. Nach Behandlung der 
jeweiligen Fraktion mit einem NLS-haltigen Puffer (2%) konnte nahezu das komplette 
Protein solubilisiert werden (siehe Abb. 46). 
Mit Hilfe einer Ni-NTA-Affinitätschromatographie wurde das Protein anschließend aus 







Abb. 47  Elutionsfraktionen der Ni-NTA-Affinitätschromatographie [165] 
 
Man erkennt in der SDS-PAGE der Elutionsfraktionen deutlich die Banden von TatA2-45 
(siehe Abb. 47). Besonders auffallend sind die in symmetrischen Abständen auftauchenden 
weiteren Banden. Diese könnten durch Oligomere von TatA2-45 hervorgerufen werden. Diese 
Oligomere treten aber nur beim ungespaltenem Protein auf, so dass es sich hier 
wahrscheinlich um eine durch den His-Tag hervorgerufene Oligomerisierung handelt [165].  
Anschließend wurde das Protein bei 4 °C dialysiert, wobei es präzipitiert. Für die 
Bromcyanspaltung, wobei der His-Tag zusammen mit Methionin1 abgespalten wird, wurde es 
wieder in 50 % TFA aufgenommen. Zur Entfernung der Spaltungsreagenzien wurde das 
Protein lyophilisiert und anschließend wieder mit NLS-haltigem Puffer solubilisiert. Zur 







       
       1      2      3      4      5      6     7     8       9       
Spur 1: PageRuler Protein Ladder 
Spur 2: Fraktion 1 
Spur 3: Fraktion 2 
Spur 4: Fraktion 3 
Spur 5: Fraktion 4 
Spur 6: Fraktion 5 (Elution) 
Spur 7: Fraktion 6 (Elution) 
Spur 8: Fraktion 7 (Elution) 
Spur 9: Fraktion 8 (Elution) 
 
 
     gespaltenes TatA2-45 
 
Abb. 48  SDS-PAGE einer subtraktiven Ni-NTA-Affinitätschromatographie [165] 
 
Die SDS-PAGE der subtraktiven Ni-NTA-Affinitätschromatographie zeigt deutlich, dass das 
gespaltene TatA2-45 nicht mehr an die Säule bindet und sich somit im Durchfluss befindet, 
wohingegen das ungespaltene Protein erst mit Hilfe des Elutionspuffers von der Säule 
gewaschen wird (siehe Abb. 48).  
Das Protein wurde anschließend wieder bei 4 °C dialysiert, wobei es präzipitiert, und 
abschließend lyophilisiert, wodurch man TatA2-45 als weißes Pulver in einer Ausbeute von ca. 
30 mg pro Liter Expressionsmedium erhält [163, 165]. 
 
 TatA22-45 
Da dieses Fragment aus dem Protein TatA2-45F21M gebildet wird, ist seine Aufreinigung bis 
zur Bromcyanspaltung identisch zu TatA2-45. 
Bei der Bromcyanspaltung wird dann das lösliche Fragment TatA22-45 freigesetzt. Um 
möglichst nur dieses Fragment aus dem Spaltungsrückstand nach der Lyophilisation 
herauszulösen, wurde dieser mit einem Puffer mit einer nur geringen NLS-Konzentration 
(0,1 %) aufgenommen. Um das Protein von dem ebenfalls leicht löslichen His-Tag 
abzutrennen, wurde wieder eine subtraktive Ni-NTA-Affinitätschromatographie durchgeführt. 
Nach einer Dialyse zur Salzentfernung folgte eine Lyophilisation, wobei man TatA22-45 als 










Der Großteil von TatA2-70 befindet sich sowohl in der Zellplasma-Fraktion als auch in der 
Membran-Fraktion. Dies zeigt, dass TatAd, zumindest als rekombinantes Protein mit His-Tag, 
auch als lösliches Protein in der Zelle vorliegen kann und somit kein ausschließlich integrales 
Membranprotein darstellt. 
Die Aufreinigung erfolgt analog zu TatA2-45, wobei in diesem Fall neben der Membran-
Fraktion auch noch die Zellplasma-Fraktion aufgearbeitet wird. Die Ausbeute an 
aufgereinigtem Protein beträgt ca. 30 mg pro Liter Expressionsmedium [163]. 
 
 TatA1-27 
Dieses Fragment besteht nur aus dem hydrophoben Teil des Proteins und befindet sich somit 
ausschließlich in der Membran-Fraktion.  
Zu Beginn wurde das Protein wie bei allen anderen Fragmenten mit Hilfe einer Ni-NTA-
Affinitätschromatographie isoliert. Das Produkt kann jedoch keiner Bromcyanspaltung 
unterzogen werden, da der Rückstand nach der Lyophilisation aufgrund der hohen 
Hydrophobizität unlöslich bleibt. Das Protein wurde also durchgehend in einem NLS-
haltigem Puffer gehalten und mit TPCK-behandeltem Trypsin gespalten, wobei der Fortgang 
der Spaltung per SDS-PAGE überprüft wurde. Nach Abschluss des Verdaus wurden 
Proteaseinhibitoren zugesetzt, und es folgte eine abschließende Aufreinigung mittels 
Gelfiltrationschromatographie. TatA1-27 kann aufgrund seiner Hydrophobizität nicht dialysiert 
oder lyophilisiert werden und muss durchgehend in NLS-haltigem Puffer bei 4 °C aufbewahrt 




Dieses lösliche Fragment liegt ausschließlich in der Zellplasma-Fraktion vor und somit 
konnte die Aufreinigung komplett ohne Zugabe von Detergenzien erfolgen. Zu Beginn wurde 
wieder eine Ni-NTA-Affinitätschromatographie zur Isolierung des Fragments durchgeführt. 
Nach der Entfernung des His-Tags mittels Bromcyanspaltung folgte eine subtraktive Ni-
NTA-Affinitätschromatographie. Anschließend wurde eine Entsalzung mittels 
Gelfiltrationschromatographie  durchgeführt, und Lyophilisation ergab TatA22-70 als weißes 






4.1.4 Charakterisierung der TatAd-Fragmente 
Die TatAd-Fragmente wurden nach der Aufreinigung mittels MALDI-Massenspektrometrie 
und SDS-PAGE charakterisiert und auf Reinheit überprüft. Abb. 49 zeigt die erwarteten 
Massen der jeweiligen dargestellten Konstrukte.  
 
Fragment TatA2-70 TatA2-45 TatA22-45 TatA22-70 TatA1-27 
unmarkiert 7299,5 Da 4683,6 Da 2527,9 Da 5143,7 Da 2884,6 
uniform  
15N-markiert  
7384,5 Da 4737,6 Da 2560,9 Da 5207,7 Da - 
 uniform    
15N- und 13C-markiert 
7716,5 Da 4960,6 Da - - - 
 
Abb. 49  Massen der TatAd-Konstrukte 
Die Massen wurden mit Hilfe des Programms peptidemass [167, 168] berechnet.  





4.2 Zirkulardichroismus (CD) Messungen an den TatAd-
Fragmenten 
Die ersten an den TatAd-Fragmenten durchgeführten Strukturuntersuchungen waren 
Zirkulardichroismus (CD) Messungen. Es sollte damit die Sekundärstruktur der einzelnen 
Fragmente untersucht werden, bevor mit Hilfe von orientiertem Zirkulardichroismus (OCD) 
die Orientierung in der Membran bestimmt wird.  
Die CD-Spektroskopie liefert nur globale Informationen, das heißt, dass keine Aussage über 
die Sekundärstruktur der einzelnen Bereiche eines Proteins getroffen werden kann. Das 
resultierende CD-Spektrum ist somit eine Überlagerung aller im Protein vorkommenden 
Sekundärstrukturelemente. Mit Hilfe des verwendeten reduktionistischen Ansatzes war es 
dennoch möglich die Sekundärstruktur der einzelnen Bereiche des Proteins TatAd und deren 
Orientierung in der Membran abzuschätzen. 
 
4.2.1 CD-Spektroskopie an TatAd-Fragmenten in Lipid-Vesikeln 
Die Proteine sollten in einer Membran-imitierenden Umgebung untersucht werden, weshalb 
die CD-Spektren in Lipid-Vesikeln aufgenommen wurden. In früheren Untersuchungen an 
dem Fragment TatA22-70 von Dr. Sonja Müller (Universität Karlsruhe) zeigte sich, dass dieses 
Fragment nur in negativ geladenen Umgebungen (SDS-Mizellen, Phospholipid-Vesikel mit 
einem hohen Gehalt an DMPG) gefaltet, hingegen in neutralen Umgebungen (DPC-Mizellen, 
DMPC-Vesikel) unstrukturiert vorliegt [156, 163]. Auch wenn sich herausstellte, dass nicht 
alle Fragmente eine negative Ladung zur Faltung benötigen (insbesondere Fragmente, die den 
Transmembranteil beinhalten wie TatA2-45), wurden alle Konstrukte in DMPC/DMPG-
Vesikeln (30:70) in einem Protein/Lipid-Verhältnis von 1:100 rekonstituiert. Dies ist auch aus 
einem weiteren Grund bedeutsam, da bereits gezeigt wurde, dass die negative Ladung der 
Phospholipide in der Bakterienmembran eine bedeutende Rolle für den Tat-abhängigen 
Transport spielt [169]. Somit stellen die verwendeten, negativ geladenen DMPC/DMPG-



















Abb. 50  CD-Spektren der TatA-Fragmente mit Transmembranteil [163] 
DMPC/DMPG-Vesikel (30:70); P:L = 1:100; 30 °C 
Die Spektren wurden auf die gleiche Intensität der  positiven Bande normiert. 
 
Generell können CD-Spektren qualitativ anhand des spektralen Musters oder auch quantitativ 
mittels entsprechender Auswertealgorithmen mit den CD-Basisspektren für die reinen 
Sekundärkonformationen von Proteinen verglichen werden. Diese Basisspektren (vergleiche 
Abb. 9) sind bekannt und wurden anhand mathematischer Algorithmen aus den CD-Spektren 
von Referenzproteinen mit bekanntem Gehalt an Sekundärstrukturelementen errechnet.  
Eine quantitative Auswertung der CD-Spektren der TatAd-Fragmente war leider nicht 
möglich, da keine MRE-Werte (Mean Residue Ellipticity) berechnet werden konnten. Der 
MRE-Wert stellt eine mittlere molare Elliptizität pro Peptidbindung dar und erlaubt somit 
einen Vergleich von Spektren verschiedener Proben. Zur Berechnung der MRE-Werte wird 




θ = Elliptizität [mdeg]; Mw = Molekulargewicht des Proteins [g/mol] 







Da die TatA-Fragmente aber kein Tryptophan enthalten, ist eine spektroskopische 
Proteinmengenbestimmung nicht möglich, und eine colorimetrische Bestimmung bzw. eine 
Berechnung aufgrund der Einwaage ist aufgrund der großen Fehlerquellen zu ungenau. 
Um einen qualitativen Vergleich durchführen zu können wurden die Spektren auf die gleiche 
Intensität der positiven Bande normiert. Alle Spektren zeigen eine starke positive Bande bei 
190 nm und zwei negative Banden bei 203 nm und 222 nm (siehe Abb. 50). Der qualitative 
Vergleich mit den Basisspektren zeigt recht deutlich, dass alle hier aufgeführten Konstrukte 
einen hohen α-helikalen Anteil aufweisen. Die leichte Verschiebung des Minimums bei 
208 nm zu kleineren Wellenlängen, welche bei TatA2-70 beobachtet werden kann, lässt auf 
einen etwas höheren unstrukturierten Anteil schließen.  
 
 
Abb. 51  CD-Spektren der TatAd-Fragmente TatA22-45 und TatA22-70 [163] 
DMPC/DMPG-Vesikel (30:70); P:L = 1:100; 30 °C 
Die Spektren wurden auf die gleiche Intensität der  positiven Bande normiert. 
 
Die CD-Spektren der beiden amphiphilen Fragemente TatA22-45 und TatA22-70 weisen 
ebenfalls einen hohen α-helikalen Anteil auf (siehe Abb. 51). Das Minimum bei 208 nm im 
Spektrum von TatA22-70 ist jedoch deutlich in den kürzerwelligen Bereich verschoben. Dies 
lässt auf einen unstrukturierten Anteil im Proteinfragment TatA22-70 schließen. Wenn man ein 
Differenzspektrum von den Fragmenten TatA22-70 und TatA22-45 berechnet, erhält man als 





einem ausgeprägten Minimum bei 200 nm. Da sich die beiden Fragmente nur um die 
Aminosäuren 46 bis 70 unterscheiden, konnte somit zum ersten Mal direkt gezeigt werden, 
dass der C-Terminus von TatAd unstrukturiert ist. 
 
4.2.2 OCD-Spektroskopie von TatAd-Fragmenten in orientierten 
Lipiddoppelschichten 
Mit Hilfe der CD-Spektroskopie konnte bisher gezeigt werden, dass alle Fragmente gefaltet 
sind und einen hohen α-helikalen Anteil besitzen. Außerdem wurde nachgewiesen, dass der 
C-Terminus von TatAd wirklich unstrukturiert ist. Es konnte jedoch noch keine Aussage über 
die Orientierung der einzelnen Proteinsegmente in der Membran getroffen werden. Diese 
Fragestellung sollte mit Hilfe der orientierten Zirkulardichroismus-Spektroskopie (OCD) 
geklärt werden. Hierbei wird das Protein in mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten 
rekonstituiert und das CD-Signal gemessen. Die OCD-Spektroskopie eignet sich sehr gut um 
die Lage einer α-Helix bezüglich einer Membran zu bestimmen. Obwohl wieder nur globale 
Informationen über das untersuchte Protein zu erlangen sind, sollte es durch den Vergleich 
der verschiedenen Fragmente trotzdem möglich sein die Lage der einzelnen Proteinsegmente 
bezüglich der Membran zu bestimmen. Als Modellmembran diente wiederum eine Mischung 
aus DMPC/DMPG (70/30), wie sie auch schon bei der CD-Spektroskopie in Lipidvesikeln 
Anwendung fand. Auch das Protein/Lipid-Verhältnis betrug ebenfalls wieder 1:100 
































Abb. 52  OCD-Spektren von TatA1-27, TatA22-45 und TatA2-45 [163] 
DMPC/DMPG-Lipiddoppelschichten (30:70); P:L = 1:100 (TatA22-45: 1:50); 97 % rH; 30 °C 
Die Spektren wurden auf die gleiche Intensität bei 230 nm normiert. 
 
Es konnten wieder keine MRE-Werte angegeben werden, da die Proteinkonzentration nicht 
genau bestimmt werden konnte. Aus diesem Grund wurden die Spektren auf die gleiche 
Intensität bei 230 nm normiert, damit ein qualitativer Vergleich möglich wird. Die 
aussagekräftigste Region des Spektrums ist bei 208 nm. Ist in diesem Bereich eine 
ausgeprägte negative Bande zu erkennen, so liegt die Helix parallel auf der 
Membranoberfläche. Das OCD-Spektrum von TatA1-27 zeigt keine Bande bei 208 nm, was auf 
eine transmembrane Orientierung dieses Fragments schließen lässt. TatA22-45 hingegen zeigt 
eine sehr ausgeprägte Bande in diesem Bereich, woraus man schließen kann, dass es sich um 
eine amphiphile Helix handelt, die flach auf der Membran aufliegt. Für das Fragment 
TatA2-45, welches aus einer transmembranen Helix und einer amphiphilen Helix bestehen soll, 
würde man ein intermediäres Spektrum erwarten. Das Spektrum von TatA2-45 zeigt tatsächlich 
eine schwächer ausgeprägte Bande bei 208 nm, was auf eine Mischung beider Anteile oder 
einen geneigten Zustand hindeutet (Abb. 52). Außerdem entspricht es sehr gut dem 
arithmetischen Mittel der beiden Fragmente TatA1-27 und TatA22-45. Man kann daraus 





ampiphilem Segment enthält und zum anderen, dass die einzelnen Fragmente zumindest 

















Abb. 53  OCD-Spektrum von TatA2-70 
DMPC/DMPG-Lipiddoppelschichten (30:70); P:L = 1:100; 97 % rH; 30 °C 
 
Das Spektrum von TatA2-70 (Abb. 53) zeigt große Ähnlichkeit zum OCD-Spektrum von 
TatA2-45. Die Bande bei 208 nm ist wieder nur leicht ausgeprägt, was auf eine Mischung von 
transmembraner und flach auf der Membran aufliegender Orientierung hindeutet. Die positive 
Bande des Spektrums ist jedoch im Vergleich zu TatA2-45 leicht in den kürzerwelligen 
Bereich verschoben, was ein Hinweis auf einen unstrukturierten Anteil darstellt. Da sich die 
Konstrukte TatA2-45 und TatA2-70 nur um den unstrukturierten C-Terminus unterscheiden, 
entspricht auch dieses Spektrum dem vorhergesagten Strukturmodell. 
Durch die OCD-Messungen konnte das vorhergesagte Strukturmodell von TatAd [51, 164], 
mit einer N-terminalen transmembranen α-Helix gefolgt von einer amphiphilen α-Helix und 








4.3 Festkörper-NMR Messungen an TatAd-Fragmenten 
Da die CD-Ergebnisse nur globale Informationen liefern und somit keine genaue Bestimmung 
z.B. der Neigung der α-Helix in der Membran zulassen, wurden NMR-spektroskopische 
Messungen herangezogen, um das erste Strukturmodell von TatAd weiter zu verfeinern. 
Festkörper-NMR Spektren enthalten durch anisotrope Wechselwirkungen mehr 
Informationen als die entsprechenden Flüssigkeits-NMR Spektren. Diese Wechselwirkungen 
sind in der Flüssigkeits-NMR durch die schnelle Bewegung der Moleküle (Brown´sche 
Molekularbewegung) ausgemittelt und führen somit zu schmalen Linien. Um aus den, durch 
die anisotropen Wechselwirkungen stark überlappenden und verbreiterten Linien in einem 
Festkörper-NMR Spektrum trotzdem die gewünschten Informationen zu erhalten, werden die 
Spektren durch unterschiedliche Methoden vereinfacht. Zum einen können beispielsweise 
Isotopen-markierte Proben und zum anderen können orientierte Proben verwendet werden, 
um die Anzahl der Signale bzw. die Linienbreite zu verringern [170]. Daneben können auch 
andere Festkörper-NMR Techniken wie das Magic Angle Spinning (MAS) zum Vereinfachen 
von Spektren unorientierter Proben angewendet werden [171]. Diese erlauben jedoch im 
Gegensatz zur Messung an orientierten Proben in Membranen keine Bestimmung der 
Orientierung des Proteins [172]. 
 
4.3.1 Rekonstitution des Proteins in Modellmembransystemen 
Um orientierte Proben zu erhalten muss das Protein in einem geeigneten 
Modellmembransystem rekonstituiert werden. Die klassische Methode stellt hierbei die 
Rekonstitution in mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen dar [173]. 
Das Protein wird entweder mit dem Lipid in organischem Lösungsmittel kosolubilisiert oder 
in Lipid-Vesikeln über Bio-Beads (zur Detergenz-Entfernung) rekonstituiert und anschließend 
auf Glasplättchen aufgetragen. Beim Trocknen bildet sich ein Lipidfilm auf den 
Glasplättchen, welcher später in einer definierten Luftfeuchtigkeit rehydratisiert wird, wobei 
sich spontan die orientierten Lipiddoppelschichten ausbilden. Um eine größere Probenmenge 
in die NMR-Spule einbringen zu können werden die Glasplättchen gestapelt, und um ein 
Austrocknen zu vermeiden werden sie in einen Glascontainer mit Wasserreservoir überführt. 
Das folgende 31P-NMR-Spektrum zeigt eine mechanisch orientierte Lipiddoppelschicht auf 
Glasplättchen. Man erkennt, dass die Probe sehr gut orientiert ist, da nur ein schmales Signal 





31P-CSA-Tensoren der Phospholipide hervorgerufen werden (0°-Orientierung). Das Foto in 
Abb. 54 zeigt den Aufbau einer solchen Probe im Glascontainer. 
 
 
Abb. 54  Mechanisch orientierte Lipiddoppelschicht auf Glasplättchen 
31P-NMR-Spektrum einer mechanisch orientierten Lipiddoppelschicht (DMPC/DMPG 80:20) auf Glasplättchen 
Foto: Bild einer Glasplättchen-Probe im Glascontainer. 
 
Für in mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten rekonstituierte Proteine besteht jedoch 
immer die Gefahr der Austrocknung der Probe während der Messung. Außerdem ist die 
Probenhomogenität und der Füllfaktor durch die Glasplättchen eingeschränkt [173]. 
In letzter Zeit haben sich deshalb orientierte Bizellen als neues Modellmembransystem in der 
Festkörper-NMR Spektroskopie für Membranproteine immer weiter durchgesetzt (siehe Abb. 
55). Bizellen sind eine Mischung aus kurz- und langkettigen Lipiden, welche zur Ausbildung 
von kreisförmigen Membransegmenten führen und sich im Magnetfeld mit ihrer 







Abb. 55  Magentisch orientierbare Bizellen 
Bizellen Probe in einem NMR-Probenröhrchen mit einer Büroklammer zum Größenvergleich. 
 
Eine Vielzahl von Parametern haben Einfluss auf die Orientierung von Bizellen im 
Magnetfeld. So beeinflusst das Verhältnis q, welches das Molverhältnis aus lang- zu 
kurzkettigen Lipiden darstellt, sowohl die Form als auch den Grad der Orientierung. Mit 
zunehmenden Verhältnis q werden die Bizellen immer größer und richten sich stärker im 
Magnetfeld aus. Wohingegen Bizellen mit q < 1 auch als isotrope Bizellen bezeichnet werden 
und Anwendung in der Flüssigkeits-NMR Spektroskopie finden. Auch der Wassergehalt der 
Bizellen-Mischung, spielt ebenso wie der pH-Wert eine wichtige Rolle bei der Ausbildung 
der Bizellen [176-179]. Ein ebenso wichtiger Punkt stellt die Wahl der Lipidkomponenten 
dar. Hier wurden ursprünglich nur zwitterionische Lipide wie DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine) verwendet. Viele Membranproteine benötigen jedoch zur Faltung 
eine negative Ladung, wodurch „saure Bizellen“ mit negativ geladenen Lipiden wie DMPG 
[1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)] aufkamen. Der Gehalt an DMPG ist 
jedoch auf ca. 25 % begrenzt, und es können somit keine Bizellen aus ausschließlich negativ 
geladenem Lipid hergestellt werden [180]. Aus diesem Grund wurde der DMPG-Gehalt in 
den folgenden Festkörper-NMR Spektren im Gegensatz zur CD-Spektroskopie auf 20 % 
verringert. Neben der Ladung kann natürlich auch die Dicke der Membran durch die Wahl 
geeigneter Lipide beeinflusst werden [181, 182]. 
Um eine bessere Hydrolysebeständigkeit zu erzielen, welche besonders bei nicht neutralen 
pH-Werten wichtig ist, wurden etherverknüpfte Lipide eingesetzt. So stellt 6-O-PC (1,2-di-O-
hexyl-sn-glycero-3-phosphocholine) ein etherverknüpftes Analogon für das kurzkettige Lipid 
DHPC (1,2-dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) dar und 14-O-PC (1,2-di-O-tetradecyl-





DMPC [183]. Da die etherverknüpften Lipide aber einen sehr viel höheren Anschaffungspreis 
besitzen, wurde für die folgenden Messungen nur das hydrolyseanfälligere, kurzkettige Lipid 
DHPC durch sein etherverknüpftes Analogon ersetzt. 
Auch die Temperatur hat einen wichtigen Einfluss auf die Bizellen-Bildung. Bei tiefen 
Temperaturen liegen gemischte Mizellen vor, ab einer Übergangstemperatur, die für die 
jeweilige Bizellen-Mischung charakteristisch ist, bilden sich die Bizellen aus, und die Lösung 
wird hochviskos [176, 177, 179]. 
 
 
Abb. 56  31P-NMR-Spektren von DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen bei unterschiedlichen 
Temperaturen 
DMPC/DMPG (80:20); q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; pH = 6,8 
 
Die Temperaturserie von DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen (DMPC/DMPG 80:20) zeigt die 
Temperaturabhängigkeit der Ausbildung einer Orientierung im Magnetfeld (siehe Abb. 56). 
Bei Temperaturen bis ca. 290 K liegen gemischte Mizellen vor, was man an dem isotropen 
Signal bei 0 ppm erkennen kann. In diesem Temperaturbereich ist also keine Orientierung 
vorhanden. Ab 300 K bilden sich Bizellen aus, und man erkennt das charakteristische 
Bizellen-Spektrum, welches sich aus den drei Signalen der Kopfgruppen der drei 
Phospholipide zusammensetzt. Die zwei am weitesten hochfeldverschobenen Signale werden 
den Lipiden, welche in den planaren Bereichen der Bizellen vorliegen, zugerechnet (in diesem 





Magnetfeld ausrichten, entspricht die Lage dieser Signale ihrer jeweiligen 90°-Orientierung 
im Pulverspektrum. Das am weitesten tieffeldverschobene Signal wird dem Lipid zugeordnet, 
welches die Ringfläche bildet (in diesem Beispiel 6-O-PC). Die Lage dieses Signals ist schon 
recht nahe an der isotropen Position, da die Orientierung durch die laterale Diffusion auf der 
Ringfläche schon nahezu ausgemittelt ist [179, 184]. Man erkennt, dass die Signale des 
Bizellen-Spektrums mit steigender Temperatur immer weiter hochfeldverschoben vorliegen. 
Daraus kann man schließen, dass die Orientierung immer ausgeprägter wird bis die Bizellen 
ab ca. 323 K in eine Vesikel- und eine Mizellenkomponente zerfallen. Die folgenden 
Festkörper-NMR Messungen in DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen (DMPC/DMPG 20:80) 
wurden daher bei einer Temperatur von 315 K durchgeführt, so dass auch bei einer leichten 
Aufheizung der Probe durch die Radiofrequenzstrahlung während der Messung die Bizellen 
nicht temperaturbedingt zerfallen. 
Interessanterweise wurden in manchen Fällen Unterschiede in der Ausbildung der Bizellen 
beobachtet in Abhängigkeit von der Temperatur, bei der die Bizellen in das Spektrometer und 
somit in das Magnetfeld eingebracht wurden.  
 
 
Abb. 57  Temperaturabhängigkeit der Orientierungsausbildung von 
DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen beim Einbringen in das Magnetfeld 
DMPC/DMPG (80:20); q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; pH = 6,8 
 
So sind die oben bereits erwähnten DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen (DMPC/DMPG 80:20) 
nicht sehr gut orientiert, wenn sie bei Raumtemperatur in das Magnetfeld eingebracht werden 





das Signal ist sehr verbreitert, wodurch die Signalintensität sehr viel geringer erscheint. Nach 
kurzer Inkubation bei 283 K im Magnetfeld (Abb. 57B), wobei gemischte Mizellen vorliegen, 
können sich die Bizellen bei einer Temperaturerhöhung neu ausrichten und zeigen bei 315 K 
(Abb. 57C) ein sehr gut orientiertes Bizellen-Spektrum. Dieser Effekt tritt aber nicht bei allen 
Bizellen-Mischungen auf. So ist er bei ungeladenen DMPC/6-O-PC-Bizellen kaum zu 
beobachten, und auch mit Lanthanoiden geflippte Bizellen zeigen dieses Verhalten nicht. Es 
wurde somit vor jeder Messung die Orientierung der Bizellen mit Hilfe eines 31P-NMR-
Spektrums überprüft. 
Neben Bizellen, welche parallel zum Magnetfeld ausgerichtet sind, wurden auch sogenannte 
geflippte Bizellen verwendet. Im ungeflippten Zustand richten sich Bizellen parallel zum 
Magnetfeld aus, da sie eine negative magnetische Suszeptibilität aufweisen. Durch die 
Zugabe von Lanthanoid-Ionen mit großer, positiver magnetischer Suszeptibilität „flippen“ die 
Bizellen und orientieren sich nun senkrecht zum Magnetfeld. Hierbei binden die 
Lanthanoid-Ionen an die Phosphat-Kopfgruppen der Lipide und ändern dadurch die 
magnetische Suszeptibilität der Bizellen, was zu einer Orientierungsänderung im Magnetfeld 
führt [174, 185]. 
Hierdurch verdoppelt sich die spektrale Breite der chemischen Verschiebung und der 
dipolaren Kopplung. Wenn sich die Linenbreite durch das „Flippen“ der Bizellen nicht 




Abb. 58 31P-NMR-Spektren von geflippten und ungeflippten DMPC/DMPG/6-O-PC-
Bizellen 
DMPC/DMPG (80:20); q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge, pH = 6,8 





Die 31P-NMR-Spektren zeigen DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen in ungeflippten Zustand und 
geflippt mit 3 mM YbCl3 (siehe Abb. 58). Man erkennt deutlich, dass beim Flippen mit 
Lanthanoid-Ionen das Signal der Bizellen im 31P-NMR-Spektrum tieffeldverschoben vorliegt, 
welches durch die jetzt parallel zum Magnetfeld stehende Lipidlängsachse der Phospholipide 
hervorgerufen wird. Außerdem ist auch eine deutliche Linienverbreiterung im Vergleich zum 
ungeflippten Zustand zu erkennen, wodurch nicht mehr alle drei Signale der Phospholipide 
aufgelöst werden können. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Bizellen ein für die Festkörper-NMR sehr gut 
geeignetes Modellmembransystem darstellen, welches viele Möglichkeiten zur 



























4.3.2 1D-15N-NMR Messungen an TatA2-45 in Bizellen 
Für die Festkörper-NMR Messungen in Bizellen wurde schwerpunktmäßig das Fragment 
TatA2-45 gewählt, welches um den unstrukturierten C-Terminus verkürzt ist. 
Deletionsexperimente hatten gezeigt, dass der C-Terminus für die Funktion des Proteins nicht 
notwendig ist [164, 186]. Das Protein TatA2-45 enthält somit mit der N-terminalen 
transmembranen α-Helix und mit der amphiphilen auf der Membran aufliegenden α-Helix die 
beiden Sekundärstrukturelemente, welche mittels Festkörper-NMR genauer untersucht 
werden sollen. Der in diesem Fragment abgespaltene unstrukturierte C-Terminus könnte 
hingegen zu Signalen führen, welche im Bereich der amphiphilen Helix liegen und somit 
deren Zuordnung erschweren. Des Weiteren zeigte sich, dass sich TatA2-45 im Vergleich zu 
dem Konstrukt TatA2-70, welches zusätzlich noch den unstrukturierten C-Terminus besitzt, 
wesentlich besser in Bizellen rekonstituieren ließ. 
Das uniform 15N-markierte Protein TatA2-45 wurde in DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen 
(DMPC/DMPG 80:20, q = 3,2, 22 % Gesamtlipidmenge) rekonstituiert und ein 




Abb. 59  TatA2-45 in ungeflippten und geflippten DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen 
A: 31P-NMR-Spektrum und B: 15N-NMR-Spektrum von TatA2-45 in ungeflippten Bizellen. 
C: 31P-NMR-Spektrum und D: 15N-NMR-Spektrum von TatA2-45 in geflippten Bizellen. 





Die ungeflippten Bizellen sind im Gegensatz zu mechanisch orientierten 
Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen mit ihrer Membrannormalen senkrecht zum 
Magnetfeld orientiert. Dies bedeutet, dass die zu messenden Proteine eine schnelle 
axialsymmetrische Bewegung durchführen müssen, um nicht ein Pulverspektrum zu 
ergeben [187]. Für nicht zu große Proteine ist dies aber im Allgemeinen der Fall [178, 185]. 
Ohne schnelle axialsymmetrische Bewegungen, wie der Rotationsdiffusion, würden die 
Proteine nicht alle die gleiche Orientierung zum Magnetfeld einnehmen, auch wenn die 
Orientierung zur Membrannormalen identisch ist, und somit ein breites Spektrum mit vielen 
Frequenzen hervorrufen. 
Das 31P-NMR-Spektrum (Abb. 59A) zeigt die sehr gute Orientierung der Bizellen, welche  
durch das rekonstituierte Protein nicht beeinflusst wird. Das zugehörige 15N-NMR-Spektrum 
(Abb. 59B) zeigt die Signale des uniform markierten Proteins TatA2-45, welches ebenfalls sehr 
gut orientiert ist. Im Falle einer schlechten Orientierung würde man zumindest einen gewissen 
Pulveranteil erwarten, da unter diesen Umständen nicht alle Moleküle die gleiche 
Orientierung zum Magnetfeld einnehmen. Bei einem aggregierten oder ungefalteten Protein 
würde man also ein Pulverspektrum erhalten, welches sich über die volle Breite des 
15N-Amide-CSA-Tensors erstrecken würde. Außerdem ist im Spektrum auch kaum 
Signalintensität im isotropen Bereich bei 120 ppm vorhanden, woraus man schließen kann, 
dass das Protein keine sich schnell bewegenden Anteile besitzt, wodurch sich die chemische 
Verschiebung auf ihren isotropen Wert ausmitteln würde. Man erkennt hingegen deutlich, 
dass sich die Signale in diesem Spektrum klar in zwei spektrale Regionen aufteilen. In dem 
Bereich von ca. 80 - 95 ppm würde man ein Proteinsegment erwarten, welches senkrecht zum 
Magnetfeld steht, und in dem Bereich von ca. 110 - 135 ppm ein Proteinsegment, welches 
parallel zu diesem steht. Betrachtet man die Orientierung der ungeflippten Bizellen, welche 
sich mit ihrer Membrannormalen senkrecht zum Magnetfeld ausrichten, werden die Signale 
im Bereich von ca. 80 - 95 ppm von der transmembranen α-Helix und im Bereich von 
110 - 135 ppm von der flach auf der Membran aufliegenden amphiphilen Helix von TatA2-45 
hervorgerufen. Das Spektrum stimmt also sehr gut mit dem bereits mittels CD-Spektroskopie 
erstellten Strukturmodell überein. 
 Die Probe wurde durch Zugabe einer YbCl3-Lösung bis zu einer Endkonzentration von 3 mM 
geflippt, wodurch es zu einer Orientierungsänderung der Bizellen kommt, und diese nun mit 
ihrer Membrannormalen parallel zum Magnetfeld orientiert sind. Das entsprechende 
31P-NMR-Spektrum ist in Abb. 59C gezeigt. Durch diese Orientierungsänderung wird das 





31P-Spektrum von mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen, da nun 
die Kopfgruppen der Phospholipide ebenfalls parallel zum Magnetfeld orientiert sind und das 
Signal somit auf der positiven Seite des Spektrums liegt. Man erkennt außerdem, dass durch 
das Flippen eine Verbreiterung der Linien eingetreten ist. 
Das Flippen bewirkt somit eine Spiegelung um die isotrope Position und eine Verdopplung 
der chemischen Verschiebungsdimension, da der Ordnungsparameter Szz der Bizellen 
aufgrund der Orientierungsänderung der Membrannormalen zum Magnetfeld von 90° zu 0° 
von Szz = -1/2 zu Szz = 1 wechselt [174, 178, 185]: 
 
 
Szz = Ordnungsparameter der Bizellen in zz-Richtung (Vorzugsrichtung); 
 θ = Winkel der Membrannormalen zum Magnetfeld 
 
Der Gesamtordnungsparameter S der Bizellen ist aber durch das „wobbeln“ um die mittlere 
Orientierung kleiner als eins, und somit ist die spektrale Breite trotzdem etwas kleiner als bei 
mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen [174].  
Geflippte Bizellen haben generell noch den Vorteil, dass auch große Proteine gemessen 
werden können, welche keine schnelle Rotationsdiffusion entlang der Membrannormalen 
besitzen. Solche Proteine würden in ungeflippten Bizellen trotz gleicher Orientierung zur 
Membrannormalen eine Vielzahl von unterschiedlichen Orientierungen zum Magnetfeld 
einnehmen und somit zu einem zylindrischen Pulverspektrum führen [178, 185, 187]. 
Durch das Flippen der Probe können nun weitere wichtige Informationen gewonnen werden, 
so können zum Beispiel isotrope Signale identifiziert werden, da diese Signale auch nach dem 
Flippen an ihrer isotropen Position erscheinen. Außerdem kann der Vergleich von Signalen 
einer Probe in geflippten und ungeflippten Bizellen auch eine Zuordnung ermöglichen, wenn 
die entsprechende isotrope Position aus anderen Experimenten (zum Beispiel aus der 
Flüssigkeits-NMR mit isotropen Bizellen) bereits bekannt ist [188]. 
Das entsprechende 15N-NMR-Spektrum von TatA2-45 in geflippten Bizellen (Abb. 59D) zeigt 
ebenfalls wieder eine sehr gute Orientierung. Die chemische Verschiebungsdimension ist 
verdoppelt, und die Signale sind aufgrund der Orientierungsänderung um ihre isotrope 
Position gespiegelt. Außerdem sind sie recht scharf, und es ist kein Pulveranteil zu erkennen. 
Die Zugabe von paramagnetischen Ionen (Yb3+ zum Flippen) hat also zu keiner starken 
Linienverbreiterung geführt, und somit konnte durch die Verdoppelung der chemischen 
Verschiebungsdimension Auflösung gewonnen werden. Das Spektrum zerfällt wieder in zwei 





tieffeldverschoben zur isotropen Position sind (ca. 175 - 205 ppm) und entsprechend die 
Signale der amphiphilen Helix hochfeldverschoben zu dieser vorliegen (ca. 100 - 140 ppm). 
Weiterhin ist auffallend, dass die Signalintensität der amphiphilen Helix durch das Flippen 
der Bizellen deutlich verstärkt wurde. Auch sind nun drei weitere sehr scharfe Signale bei ca. 
30 ppm, 75 ppm und 95 ppm zu erkennen. Das Signal bei 30 ppm war in der ungeflippten 
Probe kaum zu erkennen und die beiden anderen Signale wurden wahrscheinlich von den 
Signalen der transmembranen Helix überlagert. Diese isotropen Signale, deren Lage durch 
das Flippen der Probe nicht beeinflusst wurde, müssen also von schnell beweglichen Teilen 
des Proteins hervorgerufen werden, welche ebenfalls einen Stickstoff enthalten. Hierfür 
kommen nur die Seitenketten der Aminosäuren Arg, Lys, Gln, Asn und der N-Terminus mit 
seiner freien Amin-Gruppe in Frage, wobei das Protein TatA2-45
 nur die Aminosäuren Lys 
(3x), Arg (2x) und Asn (1x) enthält. Die Tabelle in Abb. 60 zeigt die isotropen chemischen 
Verschiebungen von 15N in den Amin-Gruppen der Seitenketten von Lys, Arg und Asn in 
Proteinen: 
 




NZ = 31,00-43,69 ppm 
(Ø = 33,96 ppm) 
NE = 75,15-99,81 ppm 
(Ø = 84,69 ppm) 
NH1 = 67,60-87,07 ppm 
(Ø = 73,64 ppm) 
NH2 = 70,10-85,28 ppm 
(Ø = 73,43 ppm) 
ND2 = 99,4-133,86 ppm 
(Ø = 112,78 ppm) 
 
Abb. 60  15N isotrope chemische Verschiebungen der Amin-Gruppen in den Seitenketten 
von Lys, Arg, Asn [189, 190]  
 
Das Signal bei ca. 30 ppm ist charakteristisch für die Lysin-Seitenkette und den 
N-Terminus [191]. Das Signal bei ca. 75 ppm wird wahrscheinlich durch die beiden NH und 
das Signal bei ca. 95 ppm durch das NE der Guanidin-Gruppe der Arginin-Seitenkette 
hervorgerufen. Das Signal des Amins der Asparagin-Seitekette wird wahrscheinlich durch die 
Signale der amphiphilen Helix überlagert. 
Wie bereits erwähnt sind für das Fragment TatA2-45 im Gegensatz zu TatA22-70 keine negativ 
geladenen Lipide zur Rekonstitution des Proteins in Modellmembranen nötig. Somit müssen 
nicht unbedingt die „sauren“ DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen verwendet werden, und es 
besteht hier die Möglichkeit zu prüfen, ob die negativ geladenen Lipide einen Einfluss auf die 
Orientierung des Proteins haben. Aus diesem Grund wurde das Protein TatA2-45 auch in 





wurden die Messungen zuerst in ungeflippten Bizellen durchgeführt und anschließend wurden 
diese durch Zugabe einer YbCl3-Lösung bis zu einer Endkonzentration von 3mM geflippt. 
 
 
Abb. 61  TatA2-45 in ungeflippten und geflippten DMPC/6-O-PC-Bizellen 
 A: 31P-NMR-Spektrum und B: 15N-NMR-Spektrum von TatA2-45 in ungeflippten Bizellen. 
C: 31P-NMR-Spektrum und D: 15N-NMR-Spektrum von TatA2-45 in geflippten Bizellen. 
(q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
 
Man erkennt anhand der 31P-NMR-Spektren (Abb. 61A+C), dass auch die Orientierung der 
DMPC/6-O-PC-Bizellen sowohl im geflippten als auch im ungeflippten Zustand sehr gut ist. 
Im Gegensatz zu den Bizellen mit DMPC und DMPG als langkettiges Lipid erhält man nur 
zwei Signale im 31P-NMR-Spektrum. Das im Fall der ungeflippten Bizellen 
hochfeldverschobene Signal stammt dabei wieder von dem langkettigen Lipid DMPC, 
welches in den planaren Bereichen der Bizellen vorliegt. Dahingegen kann das zweite Signal 
in der Nähe der isotropen Region dem 6-O-PC zugeordnet werden, welches hauptsächlich in 
der Ringfläche der Bizellen vorliegt. 
Die 15N-NMR-Spektren zeigen das in den Bizellen rekonstituierte Protein TatA2-45 (Abb. 
61B+D). Auch bei diesen Spektren ist kein Unterschied zu den DMPC/DMPG/6-O-PC-
Bizellen feststellbar. Das Protein ist sehr gut orientiert und sowohl die Signale der 
transmembranen als auch der amphiphilen Helix haben sich gegenüber den Spektren in 
DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen nicht verschoben. Daraus lässt sich schließen, dass die 





TatA2-45 besitzt. In den folgenden Messungen wurden aber trotzdem weiterhin die negativ 
geladenen Bizellen verwendet, da sie aufgrund ihrer Zusammensetzung eher als 
Modellsystem für eine bakterielle Membran geeignet sind. 
 
4.3.3 2D-NMR Messungen an TatA2-45 in Bizellen 
Nachdem mit Hilfe der 1D-Spektren bestätigt wurde, dass die Rekonstitution des Proteins in 
Bizellen erfolgreich verlief, sollten weitere Messungen durchgeführt werden, um die 
Orientierung des Proteins in der Membran zu bestimmen. Für die Orientierungsmessung steht 
neben der chemischen Verschiebung auch die dipolare Kopplung in der Festkörper-NMR zur 
Verfügung. Aus der dipolaren Kopplung zweier kovalent gebundener Kerne kann der Winkel 
zum äußeren Magnetfeld recht einfach berechnet werden, da durch die chemische Bindung 
der Abstand der Kerne konstant bleibt und somit die Größe der dipolaren Kopplung nur vom 
Winkel zum äußeren Magnetfeld abhängt [192]. Besonders viel Orientierungsinformation 
kann gewonnen werden, wenn man die chemische Verschiebung mit der dipolaren Kopplung 
korreliert. Hierzu eignen sich insbesondere Separated Local Field (SLF) Experimente [193] 
wie beispielsweise das Polarization Inversion with Spin Exchange at the Magic Angle 
(PISEMA) [158]. Für die folgenden Messungen wurde jedoch das SAMMY-Experiment 
verwendet [160, 161]. Es wendet eine verbesserte Pulssequenz an, welche eine geringere 
Offset-Abhängigkeit besitzt und an kommerziellen Spektrometern leichter aufzusetzen ist. 
Das PISEMA- bzw. SAMMY-Experiment korreliert, wie bereits erwähnt, die chemische 
Verschiebung mit der dipolaren Kopplung. Für α-Helices ergeben sich charakteristische 
Signalmuster, sogenannte Polarity Index Slant Angle (PISA)-wheels, aus welchen die 
Orientierung des Proteins in der Membran abgelesen werden kann. Besonders interessant ist, 
dass für die Interpretation der PISA-wheels keine komplette Zuordnung nötig ist. Der 
Tiltwinkel  der α-Helix kann direkt abgelesen werden, und für die Bestimmung der Polarität 
der Helix (Rotationswinkel ρ) ist generell schon die Zuordnung eines einzigen Signals 
ausreichend, da die Signale im PISA-wheel wie in einem helical-wheel plot [194] in einer 
wohldefinierten Reihe angeordnet sind. 
Es wurde ein SAMMY-Spektrum von uniform 15N-markierten TatA2-45 rekonstituiert in 
DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen (DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge) bei 
315 K aufgenommen (siehe Abb. 62). Da das Fragment TatA2-45 aus einer transmembranen 
und einer amphiphilen auf der Membran aufliegenden α-Helix besteht, würde man im 
SAMMY-Spektrum zwei getrennte PISA-wheels erwarten, welche die Orientierung der 





Kippwinkel  für die beiden α-Helices ohne weitere Zuordnung möglich, und das mit Hilfe 




Abb. 62  SAMMY-Spektrum von TatA2-45 in DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen 
DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipid; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K 
 
Das SAMMY-Spektrum zeigt ein sehr gut aufgelöstes PISA-wheel (siehe Abb. 62). Die Lage 
des PISA-wheels bei ca. 80 - 95 ppm 15N-chemischer Verschiebung und ca. 2,5 - 3,9 kHz 
1H-15N-dipolarer Kopplung erlaubt unter Berücksichtigung, dass die Messung in ungeflippten 
Bizellen durchgeführt wurde, eine Zuordnung zur transmembranen α-Helix. Neben den 
Signalen der transmembranen α-Helix, sind noch eine Reihe weiterer Signale im Bereich von 
0 - 1,2 kHz dipolarer Kopplung erkennbar. Diese können zum einen von der amphiphilen α-
Helix, zum anderen von der Loop-Region zwischen transmembraner und amphiphiler α-
Helix, oder aber auch von den Aminen der Seitenketten hervorgerufen werden. Sie sind zwar 
ebenfalls gut aufgelöst, aber da die Signale der amphiphilen α-Helix, welche im Bereich von 
ca. 110 - 135 ppm chemischer Verschiebung erwartet werden, kein direkt erkennbares PISA-
wheel bilden, ist eine genaue und abschließende Zuordnung bzw. Unterscheidung nur schwer 
möglich. Das Flippen der Probe soll durch einen Vergleich der beiden erhaltenen SAMMY-
Spektren die isotropen Signale identifizierbar machen, da diese auch nach dem Flippen an 
ihrer isotropen Position verbleiben. Somit ist vielleicht eine genauere Zuordnung von 
Signalen zur amphiphilen α-Helix möglich. 
Die folgende Abbildung zeigt einen Vergleich von SAMMY-Spektren und den zugehörigen 
15N-NMR-Spektren des Proteins TatA2-45 in ungeflippten und geflippten 






Abb. 63  SAMMY-Spektrum von TatA2-45 in ungeflippten und geflippten 
DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen 
A: SAMMY-Spektrum und B: 15N-NMR-Spektrum von TatA2-45 in ungeflippten Bizellen. 
C: SAMMY-Spektrum und D: 15N-NMR-Spektrum von TatA2-45 in geflippten Bizellen. 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100;  pH = 6,8;T = 315 K) 
 
Ein Vergleich der SAMMY-Spektren von TatA2-45 in ungeflippten (Abb. 63A) und geflippten 
Bizellen (Abb. 63C) zeigt, dass die Signalbreite im Falle der geflippten Probe deutlich 
zugenommen hat. Obwohl die Signalintensität insbesondere im amphiphilen Bereich erhöht 
werden konnte, ist durch die Verbreiterung keine bessere Auflösung erzielt worden. Die 
Signale im Spektrum der ungeflippten Probe sind deutlich besser separiert, jedoch ist hier das 
Signal-zu-Rausch Verhältnis schlechter. 
Durch den Vergleich der beiden Spektren lassen sich aber trotzdem wichtige Informationen 
gewinnen. So lassen sich die Signale bei ca. 75 ppm (NH1 und NH2) und ca. 95 ppm 
chemischer Verschiebung (NE), wie schon bei der Betrachtung 1D-15N-NMR-Spektren, der 
Guanidin-Gruppe der Arginin-Seitenketten zuordnen (vergleiche Abb. 60). Die leichte 
Änderung der chemischen Verschiebung dieser Signale um ca. 3 - 5 ppm, die beim Flippen 
der Probe zu beobachten ist, lässt darauf schließen, dass die Seitenketten nicht komplett 
isotrop ausgemittelt vorliegen und somit eine Restorientierung vorhanden ist. Ebenso würde 
man ein komplett ausgemitteltes Signal bei 0 kHz dipolarer Kopplung erwarten, wohingegen 
die Seitenketten-Signale in den gemessenen SAMMY-Spektren bei ca. 0 - 1 kHz (bzw. 0 - 2 
kHz bei der geflippten Probe) zu beobachten sind. Hier spielen aber möglicherweise neben 
der Restorientierung auch noch sogenannte truncation wiggle Artefakte eine Rolle, die 
entstehen, wenn das FID am Ende der Akquisitionszeit noch nicht auf Null abgefallen ist. Die 
Amin-Gruppe der Lysin-Seitenkette bzw. des N-Terminus ist wieder nur im Spektrum der 





zu erkennen, wohingegen das Signal der Amin-Gruppe der Asparagin-Seitenkette 
wahrscheinlich von den Signalen der amphiphilen Helix überlagert ist. 
Neben den Seitenketten-Signalen ist in beiden SAMMY-Spektren zu erkennen, wie sich die 
weiteren Signale in zwei spektrale Bereiche aufteilen, welche, wie bereits erwähnt, der 
amphiphilen und transmembranen α-Helix zuzuordnen sind. Durch das Flippen der Probe 
werden die Signale der transmembranen Helix von ca. 80 - 95 ppm chemischer Verschiebung 
und ca. 2,5 - 3,9 kHz dipolarer Kopplung zu ca. 175 - 205 ppm und ca. 5 - 7,8 kHz 
verschoben.  
Bei genauerer Betrachtung der Signale der amphiphilen Helix erkennt man, dass diese 
ebenfalls wieder in zwei Gruppen zerfallen. Die Signale bei ca. 108 - 115 ppm chemischer 
Verschiebung und ca. 0 - 0,5 kHz dipolarer Kopplung der ungeflippten Probe (bzw. ca. 
132 - 142 ppm und ca. 0 - 0,9 kHz bei der geflippten Probe) können vielleicht der Region 
zwischen der transmembranen und der amphiphilen α-Helix zugeordnet werden (Loop-
Region). Die amphiphile α-Helix würde somit Signale in der ungeflippten Probe bei ca. 
119 - 133 ppm chemischer Verschiebung und ca. 0 - 0,9 kHz dipolarer Kopplung bzw. im 






 Bestimmung des Tiltwinkels  und des Ordnungsparameters S 
Um diese Vermutung zu bestätigen und um die genaue Orientierung der beiden α-Helices aus 
den PISA-wheels zu erhalten, wurden nun für verschiedene Tiltwinkel  der α-Helix PISA-
wheels simuliert und an die experimentell erhaltenen Daten angefittet.  
Für die Simulationen wurde als erste Näherung eine ideale α-Helix mit uniformen 
Diederwinkeln (Φ = -60,7°, Ψ = -44,7°) angenommen. Außerdem sind zur Simulation der 
Spektren noch die Kenntnis der Orientierung und der Größe der Tensoren der 15N chemischen 
Verschiebung und 1H-15Ndipolaren Kopplung notwendig.  
 
 
Abb. 64  Darstellung der Diederwinkel und 15N-chemischen Verschiebungstensor 
Hauptachsenwerten in der Peptidebene 
Abbildung verändert übernommen aus [156]. 
 
Die Abb. 64 zeigt die Lage der Diederwinkel und der 15N-chemischen Verschiebungstensor 
Hauptachsenwerte in einer Peptidebene. Da die Amidbindung aufgrund ihres 
Doppelbindungscharakters nicht frei drehbar ist, ist eine Drehung nur um die Bindung N-Cα 
(Diederwinkel Φ) und Cα-CO (Diederwinkel Ψ) möglich. Die Dieder- oder Torsionswinkel Φ 
und Ψ definieren somit die Konformation eines Proteins. 
Der Winkel zwischen dem Hauptachsenwert σ33N des 
15N-chemischen Verschiebungstensors 
und der NH-Bindung, in dessen Richtung auch die Hauptachse des Dipol-Dipol-Tensor liegt, 
wird als δ bezeichnet. Die Hauptachsenwerte des chemischen Verschiebungstensors sind 
ebenso wie der Winkel δ in der Literatur bekannt. Diese Größen können experimentell z. B. 
anhand von 3D-Korrelationsspektren von Pulverproben bestimmt [195] oder auch 
quantenchemisch berechnet werden [196].  Jedoch sind diese Werte nicht für alle Atome 
identisch und somit beeinflusst ihre Wahl, ebenso wie Abweichungen von einer idealen α-
Helix-Geometrie, die Form und die Lage des berechneten PISA-wheels [197]. Als erste 





gemittelter uniformer Winkel δ verwendet werden, wobei in dieser Arbeit die Werte aus [198] 
Anwendung finden.  
Für die Simulation von PISA-wheels wurde das Programm opisawheel von Dr. Stephan Grage 
(Universität Karlsruhe) verwendet. 
 
 
Abb. 65  Bestimmung des Tiltwinkels der transmembranen und der amphiphilen 
α-Helix von TatA2-45 
A: SAMMY-Spektrum von TatA2-45 überlagert mit simulierten PISA-wheels in ungeflippten Bizellen  
und B: in geflippten Bizellen. 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
Simulationen wurden durchgeführt für eine ideale α-Helix mit uniformen Diederwinkeln (Ψ = -44,7°; 
Φ = -60,7°), uniformen chemischen Verschiebungstensor Hauptachsenwerten (σ11N = 64 ppm; σ22N = 77 ppm; 
σ33N = 222 ppm) und einem uniformen Winkel zwischen σ33N und dem NH-Vektor δ = 18,5°. 
Transmembraner Bereich: Tiltwinkel = 5° - 20° und Ordnungsparameter S = 0,8 
Amphiphiler Bereich: Tiltwinkel  = 40° - 80° und Ordnungsparameter S = 0,5 
 
In der Abb. 65 sind die SAMMY-Spektren von TatA2-45 in ungeflippten und geflippten 
DMPC/DMPG-Bizellen überlagert mit den simulierten PISA-wheels gezeigt. Für die 
transmembrane Region werden PISA-wheels mit einem Tiltwinkel von 5° - 20° und für die 
amphiphile Region werden  PISA-wheels mit einem Tiltwinkel von 40° - 80° dargestellt.  
Durch einen Vergleich der simulierten PISA-wheels mit der erhaltenen Signalverteilung der 
uniform markierten Probe lässt sich ohne weitere Zuordnung bereits der Tiltwinkel der 
α-Helix bestimmen. Somit ergibt sich für die transmembrane α-Helix ein Tiltwinkel von 13°, 
wobei man erkennen kann, dass eine Änderung des Tiltwinkels  um 5° schon eine deutliche 
Änderung der Lage und Größe des PISA-wheels hervorruft, weshalb der mögliche Fehler auf 
ca. 4° abgeschätzt wurde.  
Für die amphiphile α-Helix ist der Tiltwinkel  etwas schwieriger zu bestimmen. Zum einen 
liegen die Signale für diese Tiltwinkel nahe bei 0 kHz dipolarer Kopplung und somit in einem 
Bereich, der für Störungen sehr anfällig ist. Zum anderen ist bei Tiltwinkeln von ca. 40° - 70° 
zu beobachten, dass es zur Überlappung zweier PISA-wheels kommt, die aus den Dupletts der 
Dipolkopplung entstehen (in Abb. 65 rot markiert). Dies kommt dadurch zu Stande, dass bei 





liegen somit normalerweise auf der symmetrischen unteren Hälfte des SAMMY-Spektrums, 
welches aufgrund der redundanten Information in den Abbildungen nicht gezeigt wird. 
Für die Signale im Bereich von 108 - 133 ppm chemischer Verschiebung ist es unter der 
Annahme einer durchgängigen idealen α-Helix nicht möglich, ein PISA-wheel zu simulieren, 
welches alle im Spektrum vorhandenen Signale einschließt. Wie aber bereits erwähnt, ist bei 
genauerer Betrachtung der Signale in diesem Bereich eine weitere Aufteilung in zwei 
Gruppen zu beobachten. Somit ist es möglich, dass die Signale bei 108 - 115 ppm chemischer 
Verschiebung zu einer Loop-Region zwischen der transmembranen und der amphiphilen 
α-Helix gehören. Für die verbliebenen Signale bei 119 - 133 ppm chemischer Verschiebung 
kann ein PISA-wheel simuliert werden, welches die Signalverteilung recht gut widerspiegelt 
und einen Tiltwinkel  von 64° für die amphiphile Helix ergibt. Aufgrund der erwähnten 
Unsicherheiten ist in diesem Fall ein größerer Fehler anzunehmen, welcher auf ca. 10° 
abgeschätzt wurde. Selbst wenn sich die Zuordnung der Signale bei 108 - 115 ppm 
chemischer Verschiebung zur Loop-Region als falsch herausstellen würde, so kann der 
Tiltwinkel  der amphiphilen α-Helix aufgrund der erhaltenen Signalverteilung der uniform 
markierten Probe nur im Bereich von 50° - 70° liegen. 
Das Modell einer starren α-Helix mit einem festen Tiltwinkel  ist natürlich nicht zutreffend, 
da sich Proteinsegmente in der Membran bewegen können (siehe Abb. 66). Um diese 
Bewegungsausmittelung in die Simulationen mit einzubeziehen wurde in den Berechnungen 
ein sogenannter Ordnungsparameter S verwendet, welcher den Grad der Ordnung beschreibt.  
 
 
Abb. 66  Bewegungsausmittelung im Molekül 
 
Die Annahme einer komplett bewegungslosen α-Helix mit einem festen Tiltwinkel  würde 
einem Ordnungsparameter S = 1 entsprechen. Je kleiner der Ordnungsparameter S, desto 





Dynamik mit nur einem Ordnungsparameter S kann jedoch nicht zwischen verschiedenartigen 
Bewegungen unterscheiden und stellt somit nur ein vereinfachtes, jedoch für erste 
Abschätzungen ausreichendes Mittel zur Beschreibung der globalen Bewegung dar. Für eine 
genauere Betrachtung müsste anstatt eines einzelnen Ordnungsparameters S eine 
Ordnungsparameter-Matrix verwendet werden, welche in der Lage ist zwischen 
verschiedenartigen Bewegungen zu differenzieren, anstatt nur eine globale Bewegung zu 
beschreiben. 
Um den Einfluss des Ordnungsparameters auf die Form und die Lage der simulierten PISA-
wheels abschätzen zu können, wurden Simulationen mit verschiedenen Ordnungsparametern 
S sowohl für die amphiphile, als auch für die transmembrane α-Helix durchgeführt (Abb. 67). 
 
 
Abb. 67  Bestimmung des Ordnungsparameters S der transmembranen und der 
amphiphilen α-Helix von TatA2-45 
A: SAMMY-Spektrum von TatA2-45 überlagert mit simulierten PISA-wheels in ungeflippten Bizellen  
und B: in geflippten Bizellen.  
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8;T = 315 K) 
Simulationen wurden durchgeführt für eine ideale α-Helix mit uniformen Diederwinkeln (Ψ = -44,7°; 
Φ = -60,7°), uniformen chemischen Verschiebungstensor Hauptachsenwerten (σ11N = 64 ppm; σ22N = 77 ppm; 
σ33N = 222 ppm) und einem uniformen Winkel zwischen σ33N und dem NH-Vektor δ = 18,5°. 
Transmembraner Bereich: Tiltwinkel = 13° (geflippt:  = 12°) und Ordnungsparameter S = 0,6 - 0,9 
Amphiphiler Bereich: Tiltwinkel  = 64° und Ordnungsparameter S = 0,4 - 0,8 
 
Man erkennt deutlich, dass der Ordnungsparameter S einen recht großen Einfluss auf die 
Signalverteilung hat. Mit abnehmenden Ordnungsparameter S nimmt die Größe des PISA-
wheels immer weiter ab. Bei einem Ordnungsparamter S = 0 wäre keine Vorzugsorientierung 
mehr vorhanden und die Signale würden alle in einem Punkt zusammenfallen. 
Für die transmembrane α-Helix sind simulierte PISA-wheels für einen Ordnungsparamter 
S = 0,6 - 0,9 gezeigt. Das PISA-wheel verschiebt sich mit zunehmendem 
Ordnungsparameter S zu immer größeren dipolaren Kopplungen und wird außerdem, wie 
bereits erwähnt, größer. Der Ordnungsparamter S für die transmembrane α-Helix lässt sich 
somit auf S = 0,8 bestimmen. Eine Änderung des Ordnungsparameters um S = 0,1 bewirkt 
bereits eine deutliche Verschiebung des PISA-wheels, weshalb der Fehler durch das Anfitten 





Für die amphiphile α-Helix sind simulierte PISA-wheels für einen Ordnungsparameter 
S = 0,4 - 0,8 gezeigt. Man erkennt auch in diesem Fall, dass das PISA-wheel mit 
zunehmendem Ordnungsparameter S immer größer wird, wobei es sich im Falle der 
ungeflippten Probe in Richtung tieferes Feld und bei der geflippten Probe entsprechend in 
Richtung höheres Feld ausdehnt. Ein Vergleich mit der experimentell erhaltenen 
Signalverteilung ergibt im Falle der ungeflippten Probe einen Ordnungsparameter von S = 0,5 
und im Falle der geflippten Probe von S = 0,4. Der Fehler für den Ordnungsparameter S für 
die amphiphile α-Helix wird im Vergleich zur transmembranen α-Helix deutlich größer auf 
S = 0,15 abgeschätzt, da in diesem Bereich zum einen die Lage des PISA-wheels weniger 
stark vom Ordnungsparameter beeinflusst wird und zum anderen die Datenlage schlechter ist. 
 
 
Abb. 68 Ordnungsparameters S und Tiltwinkel  der transmembranen und der 
amphiphilen α-Helix von TatA2-45 
A: SAMMY-Spektrum von TatA2-45 überlagert mit simuliertem PISA-wheel in ungeflippten Bizellen  
und B: in geflippten Bizellen.  
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8;T = 315 K) 
Simulationen wurden durchgeführt für eine ideale α-Helix mit uniformen Diederwinkeln (Ψ = -44,7°; 
Φ = -60,7°), uniformen chemischen Verschiebungstensor Hauptachsenwerten (σ11N = 64 ppm; σ22N = 77 ppm; 
σ33N = 222 ppm) und einem uniformen Winkel zwischen σ33N und dem NH-Vektor δ = 18,5°. 
Transmembraner Bereich: Tiltwinkel = 13° (geflippt: 12°) und Ordnungsparameter S = 0,79 (geflippt: 0,77) 
Amphiphiler Bereich: Tiltwinkel  = 64° (geflippt: 64°) und Ordnungsparameter S = 0,5 (geflippt: 0,4) 
 
Aus den erhaltenen SAMMY-Spektren (siehe Abb. 68) lässt sich demnach die Orientierung 
der transmembranen α-Helix zu einem Tiltwinkel  = 13°  4° und einem 
Ordnungsparameter S = 0,8  0,03 bestimmen. Der Fit für die transmembrane α-Helix in 
geflippten Bizellen ergibt mit einen Tiltwinkel von  = 12° und einem Ordungsparameter 
S = 0,8 leicht andere Werte, welche jedoch noch innerhalb des abgeschätzten Fehlers liegen. 
Für die amphiphile α-Helix ergibt sich ein Tiltwinkel  = 64°  10° und ein 
Ordnungsparameter von S = 0,5  0,15. In geflippten Bizellen ergibt sich für diese Helix bei 
gleichem Tiltwinkel  ein Ordnungsparameter S = 0,4, welcher ebenfalls noch innerhalb des 





 Selektiv markierte Proben und Bestimmung des Rotationswinkel  
Aus den uniform markierten Proben ist die Bestimmung des Tiltwinkels  und des 
Ordnungsparameters S möglich. Zur vollständigen Beschreibung der Orientierung einer Helix 
in einer Membran ist jedoch noch ein weiterer Parameter notwendig, welcher die Drehung der 




Abb. 69  Definition des Rotationswinkels  
Abbildung verändert übernommen aus [199]. 
Die Achsen xN, yN, zN bilden das rechtshändige Koordinatensystem der Membran (zN = Membrannormale). 
Die Achsen xH, yH, zH bilden das rechtshändige Koordinatensystem der Helix (wobei yH = yN). 
 
Wie in der Abb. 69 zu erkennen ist, gibt der Rotationswinkel die Lage des Cα-Atoms einer 
Aminosäure auf der Helixoberfläche an, wodurch aufgrund der Periodizität in einer α-Helix 
auch die Lage aller weiteren Aminosäuren gegeben ist.  
Die Achse zN entspricht der Membrannormalen N. Die Achse zH des Helixkoordinatensystems 
verläuft parallel zur Helixachse in Richtung vom N-Terminus zum C-Terminus der α-Helix. 
Die Achse yN des Membrankoordinatensystems ist identisch mit der Achse yH des 
Koordinatensystems der Helix, welche beide in die Papierebene hinein zeigen. Diese Achse 
bildet die Drehachse für den Tiltwinkel , welcher als eine Rechtsdrehung von der 
Membrannormalen N um diese Achse definiert ist (  = 0, wenn zH = zN). 
Der azimuthale Rotationswinkel  beschreibt eine Rechtsdrehung um die Helixachse zH und 
definiert somit die Lage des Cα-Atoms einer bestimmten Aminosäure auf der Helixoberfläche. 
In dieser Arbeit wird der Rotationswinkel  = 0 als Kreuzprodukt der Drehachse des 





Vektor  bildet zusammen mit dem Vektor  eine Ebene (blau schraffierter Bereich in der 
Abbildung), welcher die Lage des Rotationswinkels  = 0 auf der Helixoberfläche 
verdeutlicht. 
Zur Bestimmung des Rotationswinkels  aus einem PISEMA- bzw. SAMMY-Spektrum ist 
eine Zuordnung der Signale im PISA-wheel notwendig. Aufgrund der Periodizität von α-
Helices ist es im Grunde möglich, die Zuordnung und somit auch den Rotationswinkel  mit 
Hilfe einer einzigen selektiv markierten Probe zu erhalten.  
 
 
Abb. 70  SAMMY-Spektrum von 15N-Val-TatA2-45 
Überlagert mit einem simulierten Spektrum: τ = 13°; S = 0,79; ρVal15 = 235°. 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
 
Die Abb. 70 zeigt das SAMMY-Spektrum von selektiv 15N-Valin markiertem TatA2-45 in 
ungeflippten Bizellen. Zudem ist die, in transmembrane und amphiphile Helix unterteilte, 
Aminosäuresequenz des Proteins angegeben. Die Einteilung zur transmembranen bzw. 
amphiphilen Helix wurde zuerst aufgrund der CD-Ergebnisse und der Aminosäuresequenz 
durchgeführt. Die Aminosäure Prolin ist ein bekannter Helixbrecher, da sie aufgrund des 
Fehlens eines Protons am Amidstickstoff keine Wasserstoffbrücke ausbilden kann. Die beiden 
Helixsegmente wurden dabei so gewählt, dass sie von den Prolinen flankiert werden. Die 
amphiphile Helix ist in dem Protein TatA2-45 wahrscheinlich nicht bis zum C-Terminus 
durchgängig, da dieser immer eine erhöhte Mobilität aufweist und somit nicht mehr so gut 
strukturiert ist.  Im Protein TatA2-70
 ist die amphiphile Sequenz sicher etwas länger, weshalb 





Untersuchung der Länge der beiden Helixsegmente erfolgt später bei der Betrachtung der 
Flüssigkeits-NMR Daten. 
Das SAMMY-Spektrum von selektiv 15N-Valin markiertem TatA2-45 zeigt erwartungsgemäß 
nur ein Signal im transmembranen Bereich des Spektrums, da mit Val15 nur ein einziges Valin 
im gesamten Protein enthalten ist. Dieses Signal ermöglicht eine Bestimmung des 
Rotationswinkels der Transmembranhelix, da durch diese selektiv markierte Probe nun das 
entsprechende Signal zugeordnet ist. Die Abbildung zeigt außerdem ein simuliertes Spektrum 
für eine Aminosäure mit einem Rotationswinkel  = 235° in einer α-Helix mit einem 
Tiltwinkel  = 13° und einem Ordnungsparameter S = 0,8 in ungeflippten Bizellen. Der 
Tiltwinkel  und der Ordnungsparameter S stimmen mit den Werten überein, welche bereits 
für uniform markiertes TatA2-45 bestimmt wurden. Man erkennt, dass das simulierte Spektrum 
recht gut mit dem experimentellen Spektrum übereinstimmt, wodurch der Rotationswinkel 
Val15 der Aminosäure Val15 auf 235° bestimmt werden konnte. 
Aufgrund der Periodizität der α-Helix sind nun auch alle weiteren Signale des 
transmembranen PISA-wheels zugeordnet, wodurch nun prinzipiell für alle Aminosäuren in 
diesem Bereich ein Rotationswinkel angegeben werden kann. Definiert man nun den 
Rotationswinkel  der transmembranen Helix als den Rotationswinkel der ersten Aminsäure 
dieser Helix, so ergibt sich für Pro8 = TMHelix = 255°. 
Zur Bestimmung des Rotationswinkels  der amphiphilen Helix und zur weiteren 
Verifizierung des Rotationswinkels der transmembranen Helix wurden weitere selektiv 
markierte Proben gemessen. 
Die Abb. 71 zeigt das SAMMY-Spektrum von selektiv markiertem 15N-Ile-TatA2-45 in 
ungeflippten Bizellen überlagert mit einem simulierten Spektrum der entsprechenden 
Aminosäuren unter Berücksichtigung des mit Hilfe von uniform markiertem TatA2-45 








Abb. 71  SAMMY-Spektrum von 15N-Ile-TatA2-45 
Überlagert mit einem simulierten Spektrum:  
Transmembraner Bereich:  = 13°; S = 0,79; Ile5 = 315°; Ile7 = 155°; Ile11 = 195°; Ile13 = 35°; Ile16 = 335°; 
Ile19 = 275°; Ile20 = 15° 
Amphiphiler Bereich:  = 64°; S = 0,5; Ile29 = 25° 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
 
Bei Betrachtung der Aminosäuresequenz von TatA2-45 erkennt man, dass sich ein Isoleucin im 
amphiphilen Teil des Proteins befindet. Dies ermöglicht die Bestimmung des 
Rotationswinkels  der amphiphilen Helix. Das simulierte Spektrum mit einem 
Rotationswinkel von Ile29 = 25° ergibt eine sehr gute Übereinstimmung mit dem 
experimentell erhaltenen Spektrum. Definiert man nun Pro27 als Beginn der amphiphilen 
Helix ergibt sich aufgrund der Periodizität der α-Helix für den Rotationswinkel der 
amphiphilen Helix Pro27 = APHelix = 185°. 
Betrachtet man den transmembranen Bereich des Proteins, erkennt man, dass sich innerhalb 
der transmembranen Helix fünf Isoleucine befinden und außerdem noch zwei weitere direkt 
vor dieser Helix liegen. Die Simulation wurde für diese sieben Isoleucine basierend auf dem 
Rotationswinkel Val15 durchgeführt. Die simulierten Punkte für die beiden wahrscheinlich 
nicht mehr zur Helix gehörenden Isoleucine wurden aufgehellt dargestellt, wobei sie aber für 
die Simulation so behandelt wurden, als würden sie zu einer durchgehenden Helix gehören. 
Man erkennt, dass die simulierten Signale von Ile13, Ile20 und auch Ile19 recht gut mit den 
experimentell erhaltenen Daten übereinstimmen. Für Ile16 ist die Zuordnung des simulierten 
Datenpunkts nicht ganz eindeutig, da er genau zwischen zwei Signalen des experimentellen 





erkennt man, dass dieser sehr gut zu einem der beiden Signale passen würde, welches auch 
für Ile16 in Frage kommen könnte. Es zeigt sich ebenfalls, dass dieses Signal sehr breit im 
Vergleich zu den anderen Signalen ist, was vielleicht auf eine weniger starre Orientierung 
dieser Aminosäure schließen lässt. Somit wurde Ile16 dem unteren Signal zugeordnet. Für Ile11 
ist nur ein sehr schwaches Signal zu erkennen, welches kaum stärker als das Rauschniveau ist. 
Es ist nicht abschließend zu klären, ob dieses Signal wirklich von Ile11 stammt, oder warum es 
so schwach im Vergleich zu den anderen Signalen ist. Der simulierte Datenpunkt von Ile7 
stimmt mit keinem experimentell erhaltenen Signal überein. Es ist jedoch noch ein weiteres 
recht starkes Signal vorhanden, welches noch nicht zugeordnet werden konnte. Dieses Signal 
entspricht im uniform markiertem Spektrum (vergleiche Abb. 68) dem etwas unterhalb des 
transmembranen PISA-wheels liegendem Signal. Es könnte also durchaus zu Ile7 gehören, da 
sich diese Aminosäure direkt vor dem Helixbrecher Prolin befindet und somit wahrscheinlich 
eine leicht andere Orientierung einnimmt, als die direkt zur transmembranen Helix 
gehörenden Aminosäuren. Der simulierte Datenpunkt, welcher eine durchgängige Helix mit 
einem gleichbleibenden Tiltwinkel  und Ordnungsparameter S zugrundelegt, liefert in 
diesem Fall kein passendes Ergebnis. Interessant ist jedoch, dass das simulierte Signal für Ile5 
wieder recht gut mit den experimentellen Daten passen würde. Vielleicht ist die 
transmembrane Helix doch länger als zunächst vermutet und nur an der Position des Pro8 
etwas geknickt. Dies kann aber anhand dieser Daten nicht abschließend geklärt werden. 
Abb. 72 zeigt ein SAMMY-Spektrum von selektiv markiertem 15N-Phe-TatA2-45 in 
ungeflippten Bizellen. Man kann deutlich erkennen, dass die simulierten Datenpunkten im 
transmembranen Bereich sehr gut mit dem erhaltenen Signal der beiden transmembranen 
Phenylalanine Phe14 und Phe21 übereinstimmen. Das experimentell erhaltene Signal ist nicht 
in zwei einzelne Signale aufgelöst, aber auch die Simulation zeigt, dass die beiden Signale 
sehr dicht beieinander liegen. Somit konnte erneut gezeigt werden, dass der zuvor bestimmte 
Rotationswinkel  der transmembranen α-Helix gut zu den neuen experimentellen Daten 
passt. 
Das Protein TatA2-45 besitzt neben den transmembranen Phenylalaninen mit Phe40 auch eines 
in der amphiphilen Helix. Im Spektrum ist aber keine Signalintensität in diesem Bereich zu 
erkennen. Der simulierte Datenpunkt zeigt, wo man das Signal unter Berücksichtigung des 
zuvor mit Hilfe von Ile29 bestimmten Rotationswinkels  und des bereits aus der uniform 






Abb. 72  SAMMY-Spektrum von 15N-Phe-TatA2-45 
Überlagert mit einem simulierten Spektrum:  
Transmembraner Bereich:  = 13°; S = 0,79; Phe14 = 135°; Phe21 = 115° 
Amphiphiler Bereich:  = 64°; S = 0,5; Phe40 = 45° 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
 
Die Signalintensität im amphiphilen Bereich ist, wie bereits in den 1D-Spektren zu erkennen 
war, bei ungeflippten Bizellen sehr viel geringer als im transmembranen Bereich. Außerdem 
ist dieser Bereich im Allgemeinen mit seinen kleinen dipolaren Kopplungen sehr viel 
störanfälliger. Es kann aber nicht abschließend geklärt werden warum kein Signal für die 
Aminosäure Phe40 beobachtet werden konnte. 
Die folgenden selektiv markierten Proben, welche Signale im amphiphilen Bereich enthalten 
sollten, wurden sowohl in ungeflippten als auch in geflippten Bizellen gemessen. 
In Abb. 73 ist das SAMMY-Spektrum von selektiv 15N-Leucin markiertem TatA2-45 sowohl in 
ungeflippten als auch in geflippten Bizellen gezeigt. Es sind neben drei Leucinen im 
transmembranen Bereich auch zwei Leucine im amphiphilen Bereich enthalten. Ein weiteres 
Leucin liegt direkt vor der amphiphilen Helix und wurde für die Simulation so behandelt, als 
würde es zu einer durchgängigen amphiphilen α-Helix gehören. 
Die simulierten Datenpunkte für die transmembranen Leucine passen recht gut mit den 
erhaltenen Signalen überein. Bei genauerer Betrachtung stellt man fest, dass Leu10
 und 
insbesondere Leu12 sowohl bei der ungeflippten als auch bei der geflippten Probe etwas 
weiter als Leu18 von den simulierten Datenpunkten abweichen. Dies lässt sich vielleicht 
dadurch begründen, dass sich diese beiden Aminosäuren noch recht nah am Anfang der 





befinden und hier eine leicht andere Orientierung vorherrscht. Dies konnte, wie bereits zuvor 
diskutiert, ebenfalls für die Aminosäuren Ile11, Ile7 und Ile5 beobachtet werden. Außerdem ist 
über dem Signal von Leu12 noch ein weiteres Signal zu beobachten, welches jedoch bei der 
geflippten Probe nicht mehr auftrat. Es lässt sich nicht abschließend klären, ob es sich hierbei 
nur um Rauschen oder tatsächlich um eine andere Orientierung von Leu12 handelt. 
 
 
Abb. 73  SAMMY-Spektrum von 15N-Leu-TatA2-45 
A: SAMMY-Spektrum überlagert mit einem simulierten Spektrum in ungeflippten Bizellen  
und B: in geflippten Bizellen. 
Transmembraner Bereich:  = 13°, S = 0,79 (geflipped:  = 12°; S = 0,77); Leu10 = 95°; Leu12 = 295°; 
Leu18 = 175° 
Amphiphiler Bereich:  = 64°, S = 0,5 (geflipped:  = 64°; S = 0,4); Leu26 = 85°; Leu37 = 105°; Leu38 = 205° 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
 
Bei der Betrachtung der amphiphilen Helix erkennt man, dass im Fall der ungeflippten Probe 
der simulierte Datenpunkt für Leu38 recht gut auf ein experimentelles Signal passen würde. Im 
Spektrum der geflippten Probe ist jedoch kein oder allerhöchstens ein sehr schwaches Signal 
zu beobachten. Bei Signalen im Bereich von 0 kHz dipolarer Kopplung ist jedoch immer mit 
Störungen zu rechnen, und somit lässt sich nicht abschließend beurteilen, ob es sich hierbei 
nur um Rauschen oder tatsächlich um das Signal von Leu38 handelt. 
Die simulierten Datenpunkte von Leu26 und Leu37 liegen unter der Annahme, dass Leu26 noch 
zu einer durchgängigen amphiphilen α-Helix gehört, fast genau auf der gleichen Stelle (siehe 
aufgehellt dargestellter Datenpunkt von Leu26). Es ist aus den erhaltenen Spektren nicht 
möglich, hier genauere Aussagen zu treffen, ob Leu26 zu einer kurzen Loop-Region oder doch 
eher zur amphiphilen Helix gehört, welche zwischen den beiden Segmenten bzw. zwischen 
den beiden Helixbrechern Pro23 und Pro27 etwas aufgeweitet vorliegt.   
Der simulierte Datenpunkt von Leu37 (bzw. Leu26) passt im Fall der ungeflippten Probe nicht 
sehr gut mit dem erhaltenen Signal zusammen, welches um ca. 6 ppm hochfeldverschoben 





besser zum experimentell erhaltenen Signal. Die Simulation für die geflippten Probe wurde 
mit gleichem Tiltwinkel , jedoch mit kleinerem Ordnungsparameter S = 0,4 durchgeführt, da 
sich auch schon bei der uniform markierten Probe zeigte, dass der Ordnungsparameter im Fall 
der geflippten Probe etwas kleiner zu sein scheint. Es kann nicht abschließend geklärt werden, 
warum das Signal im Fall der ungeflippten Probe weniger gut passt. 
 
 
Abb. 74  SAMMY-Spektrum von 15N-Ala-TatA2-45 
A: SAMMY-Spektrum überlagert mit einem simulierten Spektrum in ungeflippten Bizellen  
und B: in geflippten Bizellen. 
Transmembraner Bereich:  = 13°, S = 0,79 (geflipped:  = 12°; S = 0,77); Ala17 = 75° 
Amphiphiler Bereich:  = 64°, S = 0,5 (geflipped:  = 64°; S = 0,4); Ala32 = 325°; Ala33 = 65°; Ala43 = 345° 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
 
Abb. 74 zeigt das SAMMY-Spektrum von selektiv 15N-Alanin markiertem TatA2-45 in 
ungeflippten und geflippten Bizellen. In der transmembranen α-Helix ist nur ein Alanin 
enthalten, welches im Spektrum zu einem Signal im transmembranen Bereich führt. Dieses 
Signal stimmt mit dem simulierten Datenpunkt sowohl in ungeflippten als auch in geflippten 
Bizellen überein. Es ist jedoch in beiden Fällen eine Abweichung zu erkennen, welche größer 
ist als die bisher im transmembranen Bereich bei den weiteren selektiv markierten Proben 
beobachteten Abweichungen. Es scheint also, dass Ala17 eine leicht andere Orientierung als 
erwartet einnimmt. 
Im amphiphilen Bereich liegen drei Alanine vor, wobei Ala43 schon recht weit am Ende des 
Proteins liegt und somit wohl eine erhöhte Mobilität aufweisen sollte. In ungeflippten 
Bizellen ist nur ein sehr breites Signal zu erkennen, welches mit den simulierten 
Datenpunkten für Ala32 und Ala43 übereinstimmt. Der simulierte Datenpunkt von Ala33 liegt 
etwas über diesem breitem Signal, wodurch nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch 





Im Fall der geflippten Bizellen passen die simulierten Datenpunkte nur sehr schlecht zu den 
experimentell erhaltenen Signalen. Es sind zwar drei gut aufgelöste Signale zu beobachten, 
welche auch das gleiche Signalmuster wie die berechneten Datenpunkten einnehmen, jedoch 
ist deren Lage deutlich tieffeldverschoben. 
Die aus den SAMMY-Spektren gewonnenen Informationen ergeben jetzt ein recht gutes Bild 
der Orientierung von TatA2-45 in der Membran. Aufgrund der Periodizität der α-Helix ist es 
nun auch möglich Signale von Aminosäuren zuzuordnen, für welche keine selektiv 
markierten Proben zur Verfügung standen. 
 
 
Abb. 75  Darstellung der Orientierung der transmembranen und amphiphilen Helix 
anhand von helical wheel plots basierend auf dem aus SAMMY-Spektren 
bestimmten Rotationswinkel  
SAMMY-Spektrum von uniform 15N- markiertem TatA2-45 in ungeflippten Bizellen überlagert mit simulierten 
PISA-wheels und Darstellung der Lage der Helixsegmente in der Membran anhand von helical wheel plots. 
Transmembraner Bereich:  = 13°, S = 0,79, Val15 = 235°; Amphiphiler Bereich:  = 64°, S = 0,5, Ile29 = 25° 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
 
Die Abb. 75 zeigt ein SAMMY-Spektrum von uniform markiertem TatA2-45 überlagert mit 
simulierten PISA-wheels für den transmembranen und den amphiphilen Bereich basierend auf 





einer idealen α-Helix (100°-Schritte zwischen zweier benachbarter Aminosäuren) wurde 
ausgehend vom bereits bestimmten Rotationswinkel Val15 = 235° für die transmembrane 
Helix bzw. Ile29 = 25° für die amphiphile Helix die Signallage aller weiteren Aminosäuren 
der betreffenden Helix berechnet. Somit ist nun auch die Zuordnung von Signalen möglich, 
welche nicht anhand von Messungen an selektiven Proben bestimmt wurden. Die 
Aminosäuren, welche nicht sicher zu der jeweiligen Helix gehören, da sie am Beginn der 
Helix vor dem Helixbrecher Prolin liegen und somit vielleicht eine andere Orientierung 
einnehmen, sind aufgehellt dargestellt. (Die Simulationen wurden aber unter Annahme einer 
durchgängigen idealen α-Helix durchgeführt.) Ebenso sind in der amphiphilen Helix die 
Signale der drei letzten Aminosäuren aufgehellt dargestellt, da diese aufgrund der erhöhten 
Mobilität am C-Terminus bei dem Konstrukt TatA2-45 vielleicht auch nicht mehr zu einer 
durchgängigen Helix gehören. Die simulierten Datenpunkte der amphiphilen Helix sind in 
zwei Farben dargestellt, um zu verdeutlichen, dass es bei diesem PISA-wheel zu einem 
Wechsel des Vorzeichens der dipolaren Kopplung kommt und somit ein Teil der Signale in 
das Spektrum hereingefaltet ist. Da in den Abbildungen nur der negative Teil des SAMMY-
Spektrums gezeigt wird, ist die Abfolge der Aminosäuren im PISA-wheel entgegen dem 
Uhrzeigersinn. Bei dem hineingespiegelten Teil (Abb. 75 blaue Punkte) des amphiphilen 
PISA-wheels ist die Abfolge demnach im Uhrzeigersinn. Da die Aminosäure Prolin in einer 
Peptidbindung kein Amidproton besitzt und sich somit kein Signal im SAMMY-Spektrum 
ergibt, sind in den simulierten PISA-wheels auch keine Proline enthalten.  
Die helical wheel plots zeigen die Orientierung der amphiphilen und transmembranen α-Helix 
basierend auf den aus den SAMMY-Spektren bestimmten Rotatioswinkeln . Die 
Aminosäuren, welche nicht sicher zur α-Helix gehören sind kursiv dargestellt. Zur besseren 
Verdeutlichung des Ladungsprofils der amphiphilen Helix sind negativ geladene 
Aminosäuren rot und positiv geladene Aminosäuren blau dargestellt. Außerdem ist die Lage 
der Membran durch einige Lipidmoleküle angedeutet. Bei einem helical wheel plot betrachtet 
man eine Helix entlang der Helixachse vom N- zum C-Terminus. Hierbei zeigt die 
Helixachse zH in die Papierebene hinein, und unter Berücksichtigung der Definition des 
Rotationswinkels  (siehe Abb. 69) ergibt sich die Lage der Achse xH, welche dem 
Rotationswinkel  = 0 entspricht.  
Besonders auffallend ist, dass basierend auf dem bestimmten Rotationswinkel  nicht alle 
geladenen Reste der amphiphilen Helix in die wässrige Umgebung zu zeigen scheinen. So 





Aminosäure noch dadurch erklärt werden, dass sie sich am Anfang der amphiphilen Helix 
befindet (vor Helixbrecher Pro27) und so wahrscheinlich doch eine etwas andere Orientierung 
einnimmt. Da für eine genauere Betrachtung die Lage der Helixseitenketten wichtig ist und 
diese nicht direkt aus dem helical wheel plot hervorgehen, wurde mit Hilfe des Programms 
pymol [200] ein 3D-Modell der amphiphilen Helix erstellt und so gedreht, dass es dem 
bestimmten Rotationswinkel  entspricht. 
 
 
Abb. 76  3D-Computermodell der amphiphilen α-Helix 
Computermodell der Sequenz S24-K45 unter der Annahme einer idealen α-Helix, 
 dargestellt vom N- zum C-Terminus und unter Berücksichtung des bestimmten Rotationswinkels 
Blau: basische Aminosäuren; Rot: saure Aminosäuren; Gelb: hydrophobe Aminosäuren; Ball markiert Ile29 
 
In Abb. 76 erkennt man, dass auch die Aminosäuren Glu28, Glu39, Arg35 neben dem bereits 
erwähnten Lys25 mit ihren geladenen Seitenketten in Richtung der hydrophoben Membran 
zeigen. Dies könnte man zum einen dadurch erklären, dass diese geladenen Aminosäuren 
recht lange Seitenketten besitzen und somit je nach Eintauchtiefe der Helix auch in der Lage 
wären zu „schnorcheln“. Dies bedeutet, dass die Seitenketten in der Art orientiert werden, 
dass sie nach oben in Richtung wässriger Umgebung zeigen und mit den geladenen 
Phospholipidkopfgruppen interagieren. Aufgrund der negativen Ladung der 
Phospholipidkopfgruppen wäre dies jedoch nur für die positiv geladenen Seitenketten wie 
Lys25 und Arg35 denkbar. Eine weitere Möglichkeit, welche auch die Orientierung der negativ 
geladenen Seitenketten Glu28 und Glu39 erklären könnte, wäre die Ausbildung von 





Ausbildung einer Salzbrücke zwischen Arg35-Glu39 und ebenso zwischen Lys25-Glu28 bzw. 
Glu28-Arg31 denkbar. 
Betrachtet man die hydrophoben Seitenketten, so erkennt man, dass Leu37, Leu38, Leu26 und 
auch Ala33 je nach Eintauchtiefe in die Membran nicht komplett in einer hydrophoben 
Umgebung liegen. Leu26 liegt vor dem durch Pro27 hervorgerufenen Knick in der Helix und 
kann sich wahrscheinlich so orientieren, dass seine Seitenkette in die Membran zeigt. Auch 
die Seitenketten der Aminosäuren Leu37 und Ala33 können sich wahrscheinlich in einer Art 
orientieren, dass sie in die Membran eintauchen. Die Seitenkette von Leu38 hat jedoch keine 
Möglichkeit in eine hydrophobe Umgebung einzutauchen. Aufgrund der außergewöhnlichen 
Lage von Leu38 kann man vielleicht auf eine besondere Funktion dieser Aminosäure im 
Protein TatAd schließen. Es ist denkbar, dass diese Seitenkette beim Zusammenlagern 
mehrerer Monomere wichtig ist, oder vielleicht in einer Pore eine hydrophobe Barriere 
ausbildet. 
Auch der Fehler bei der Bestimmung des Rotationswinkels  muss natürlich bei der 
Betrachtung der Lage der amphiphilen Helix berücksichtigt werden. Da die Qualität der zur 
Verfügung stehenden Daten bei der amphiphilen Helix viel schlechter und auch die Anzahl 
der zum Fit zur Verfügung stehenden Signale aus den selektiv markierten Proben viel 
geringer als bei der transmembranen Helix war, wird auch der Fehler entsprechend größer 
abgeschätzt. Bei der transmembranen Helix wird der Fehler des Rotationswinkels  auf  20° 
geschätzt, da die Breite der Signale keine genauere Bestimmung zulässt. Der Fehler des 
Rotationswinkels der amphiphilen Helix wird aufgrund der zuvor genannten Schwierigkeiten 
auf 50° abgeschätzt. 
Die 2D-Festkörper NMR Messungen haben somit ein 3D-Strukturmodell von TatA2-45 in der 
Membran ergeben. So konnte der Tiltwinkel der transmembranen Helix auf 13°  4° und der 
amphiphilen Helix auf 64°  10° bestimmt werden. Auch die Beweglichkeit konnte durch 
den Ordnungsparameter S charakterisiert werden, wodurch sich für die transmembrane Helix 
ein Wert von S = 0,8  0,03 und für die amphiphile Helix von S = 0,5  0,15 ergab. Die 
Bestimmung des Rotationswinkels erlaubte die Charakterisierung der Drehung der Helix in 
der Membran und wurde für die transmembrane Helix auf Val15 = 235°  20° und für die 





4.3.4 2D-NMR Messung an TatA22-45 in mechanisch orientierten 
Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen 
Das Fragment TatA22-45 besteht nur aus der amphiphilen Helix des Proteins TatAd. Es ist 
deshalb sehr gut geeignet, um den Einfluss der transmembranen Helix auf die Orientierung 
der amphiphilen Helix zu bestimmen.  
Im Gegensatz zu den bisherigen Messungen wurden die Proben mit TatA22-45 nicht in 
Bizellen, sondern in mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen 
rekonstituiert. Da das Protein TatA22-45 keinen Membrananker im Form einer transmembranen 
Helix besitzt, könnte sich dieses Fragment in Bizellen-Proben auch an die, von dem 
kurzkettigen Lipid 6-O-PC gebildeten, Randflächen der Bizellen anordnen und somit hier eine 
falsche Orientierung vorspiegeln. Eine transmembrane Orientierung wäre dann nicht von der 
Möglichkeit, dass das Molekül flach auf den Randflächen der Bizellen aufliegt, 
unterscheidbar. Um diese Mehrdeutigkeiten zu vermeiden, wurden die Messungen in 
Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen vorgenommen. 
 
 
Abb. 77  15N-TatA22-45 in mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten auf 
Glasplättchen 
Überlagert mit einem simulierten Spektrum: τ = 81°; S = 0,75 
(DMPC/DMPG 30:70; P:L = 1:25; T = 315 K) 
 
Abb. 77 zeigt das SAMMY-Spektrum von TatA22-45 in mechanisch orientierten 
Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen. Diese sind mit ihrer Membrannormalen parallel zum 
Magnetfeld ausgerichtet, und ihre Orientierung entspricht demnach den geflippten Bizellen. 
Man erkennt deutlich die Signalintensität im amphiphilen Bereich des Spektrums. Außerdem 





Seitenketten zu erkennen (vergleiche Tabelle in Abb. 60). Die Signale im Bereich von 75 ppm 
chemischer Verschiebung und 0 - 1 kHz dipolarer Kopplung sind demnach den Arginin 
Seitenketten des Proteins TatA22-45 zuzuordnen. Die verbliebenen Signale bilden ein PISA-
wheel, welches zwar nicht so gut wie die bisher gezeigten PISA-wheels von TatA2-45 aufgelöst 
ist, aber dennoch eine Abschätzung des Tiltwinkels zulässt. Das gezeigte simulierte Spektrum 
wurde für einen Tiltwinkel von τ = 81° und einem Ordnungsparameter S = 0,75 erstellt und 
zeigt eine recht gute Überlappung mit der gemessenen Signalverteilung. Unter 
Berücksichtigung des abgeschätzten Fehlers ergibt sich eine Orientierung von TatA22-45 zu 
τ = 81° ± 5° und S = 0,75 ± 0,1. 
Die Orientierung der amphiphilen Helix ohne den Transmembrananker scheint sich demnach 
recht deutlich von der in TatA2-45 zu unterscheiden. Die amphiphile Helix alleine nimmt eine 
fast waagerechte Position auf der Membran ein, wohingegen diese in TatA2-45 eine starke 
Schräglage aufzeigt. Die transmembrane Helix von TatA2-45 ist recht kurz und kann nur sehr 
schwer die gesamte Membran durchspannen, wodurch anscheinend die amphiphile Helix in 
die Membran gezogen wird und es somit zu der festgestellten, starken Schräglage kommt.  
Diesen Einfluss der transmembranen auf die amphiphile Helix konnte, wenn auch weniger 
deutlich, ebenfalls für das Fragment TatA22-70 festgestellt werden, welches aus der 
amphiphilen Helix und dem C-Termins besteht. Dieses nimmt in mechanisch orientierten 
Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen einen Tiltwinkel von τ = 75° ein [156].  
Dieser Unterschied der Orientierung der amphiphilen Helix war mit Hilfe der CD-
Spektroskopie noch nicht zu erkennen, was zeigt, dass die Festkörper-NMR wichtige neue 
Daten zur Struktur von TatAd hervorgebracht hat, welche die mehr qualitativen Aussagen der 
CD-Spektroskopie sinnvoll ergänzen. Diese Schräglage der Helix könnte möglicherweise 





4.3.5 Untersuchung des Einflusses verschiedener 
Umgebungsfaktoren auf die Orientierung von TatA2-45 
Es wurde überprüft welchen Einfluss verschiedene Parameter auf die Rekonstitution des 
Proteins TatA2-45 in Bizellen haben. Es sollte zum einen der Einfluss auf die Qualität der 
Rekonstitution, und zum anderen eine eventuelle strukturelle Änderung des Proteins erfasst 
werden. 
Das Protein TatA2-45 kommt im Laufe der Aufreinigung mehrmals mit dem Detergenz NLS in 
Kontakt (vergleiche Abb. 44). Dieses Detergenz wird zwar durch ausgiebige Dialyseschritte 
wieder entfernt, aber wie anhand von analytischen HPLC-Untersuchungen festgestellt wurde, 
erfolgt dies nicht quantitativ. Es wurde daher versucht den Einfluss dieses Detergenzes 
abzuschätzen, indem Proben mit steigendem NLS-Gehalt erstellt wurden. Es wurden sowohl 
entsprechende 1D-15N-NMR-Spektren zur Untersuchung des Einflusses auf das Protein als 
auch 31P-NMR-Spektren zur Untersuchung der Bizellen durchgeführt. Das Detergenz könnte 




Abb. 78  Einfluss des Detergenz NLS auf die Orientierung von TatA2-45 
1D-15N-NMR-Spektren und 31P-NMR-Spektren von uniform 15N- markiertem TatA2-45 in ungeflippten Bizellen. 
NLS-Konzentration in Gewichtsprozent zur Lipidmasse. 
 (DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8;T = 315 K) 
 
Die Abb. 78 zeigt, dass das Detergenz NLS erst bei sehr hohen Konzentrationen Einfluss auf 





Spektren fällt sogar auf, dass die Orientierung der Bizellen bei 1% NLS besser als ohne NLS 
zu sein scheint. Dies kann jedoch auch dadurch begründet sein, dass die Bizellen sich durch 
das erneute Mischen nach Zugabe von NLS besser ausgebildet haben. Sowohl das Protein als 
auch die Bizellen scheinen bis zu einer NLS-Konzentration von 2% sehr gut orientiert zu sein. 
Ab einer Konzentration von 3% NLS beginnen die Bizellen langsam zu zerfallen, und auch 
das 1D-15N-NMR-Spektrum des Proteins zeigt ein zunehmendes isotropes Signal bei 
120 ppm. Bei einer Konzentration von 10% NLS sind die Bizellen zerstört, und das 
31P-NMR-Spektrum zeigt ein isotropes Signal bei 0 ppm. Auch das 1D-15N-NMR-Spektrum 
lässt auf keine Orientierung des Proteins mehr schließen und zeigt ein isotropes Signal bei 
120 ppm. 
Es kann also davon ausgegangen werden, dass die sich nach der Aufreinigung im Protein 
befindlichen Mengen an NLS zu keiner Änderung der Struktur des Proteins führen. 
Der Tat-abhängige Transport ist ATP-unabhängig und die protonenmotorische Kraft über der 
Membran wird als treibende Kraft des Transports angenommen [7, 87]. Aus diesem Grund 




Abb. 79  Einfluss des pH-Wertes auf die Orientierung von TatA2-45 
1D-15N-NMR-Spektren von uniform 15N- markiertem TatA2-45 in ungeflippten Bizellen. 






Das 1D-15N-NMR-Spektrum von TatA2-45 zeigt keine sofort auffallenden Änderungen bei den 
untersuchten pH-Werten 3,5; 6,8 und 10 (siehe Abb. 79). Bei genauerer Betrachtung sind 
leichte Änderungen in der Intensität der amphiphilen Helix zu erkennen. Hier kann ein 
gewisser Einfluss des pH-Werts nicht ausgeschlossen werden, und um diesen Sachverhalt zu 
klären, wären weitere 2D-Festkörper-NMR Messungen erforderlich. Es sind jedoch nur sehr 
schwache Änderungen, und eine globale Modifikation der Struktur müsste sich durch 
deutlichere Unterschiede bereits im 1D-Spektrum zeigen. Der pH-Wert scheint also 
zumindest in Bizellen, in welchen das Protein aufgrund des begrenzten Platzangebots nicht 




Abb. 80  Einfluss der Temperatur auf das SAMMY-Spektrum von 15N-TatA2-45 
SAMMY-Spektrum von uniform 15N-markiertem TatA2-45 in ungeflippten Bizellen bei folgenden Temperaturen: 
 Grün: 318 K; Blau: 315 K; Pink: 310 K und Orange: 305 K 
(DMPC/DMPG 80:20; q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8) 
 
Das SAMMY-Spektrum in Abb. 80 zeigt uniform 15N-markiertes TatA2-45 bei 
unterschiedlichen Temperaturen, um einen möglichen Einfluss auf die Orientierung des 
Proteins aufzuzeigen. Generell muss erwähnt werden, dass die Messungen nur in dem 
Temperaturbereich durchgeführt werden können, in welchem sich Bizellen ausbilden 
(vergleiche Abb. 56). Man erkennt, dass sich die Spektren von TatA2-45, welche bei den 
Temperaturen 318 K (grün), 315 K (blau) und 310 K (pink) gemessen wurden, sehr gut 
überlagern. Dies zeigt auch die hohe Reproduzierbarkeit der Messungen. Nur das Spektrum 
bei 305 K (orange) zeigt eine deutlich verschlechterte Auflösung und auch eine leichte 





Temperatur die Bizellen noch nicht so gut orientiert, was zu der verschlechterten Auflösung 
führt. Die Temperatur von 315 K, bei der alle Messungen durchgeführt wurden, liegt also in 
der Mitte des geeigneten Temperaturbereiches. Auch eine geringe Aufheizung der Probe 
während des Experimentes kann noch ohne Einfluss auf die Orientierung toleriert werden. 
Es wurde auch der Einfluss unterschiedlicher Lipidsysteme auf die Orientierung des Proteins 
untersucht, indem das Protein in den Bizellensystemen rekonstituiert und anschließend ein 
NMR-Spektrum aufgenommen wurde. So konnte bereits zuvor nachgewiesen werden, dass 
das Protein TatA2-45 keine negativ geladenen Lipide zur Rekonstitution benötigt und somit 
auch in DMPC/6-0-PC-Bizellen die gleiche Orientierung wie in den standardmäßig 
verwendeten, sauren DMPC/DMPG/6-O-PC Bizellen (DMPC/DMPG 80:20) einnimmt 
(vergleiche Abb. 59 und Abb. 61). 
 
 
Abb. 81  Einfluss unterschiedlicher Lipidsysteme auf das SAMMY-Spektrum von 
15N-TatA2-45 
SAMMY-Spektrum von uniform 15N-markiertem TatA2-45
 in ungeflippten Bizellen unterschiedlicher 
Lipidsysteme: Blau: DMPC/DMPG (80:20), 6-O-PC; Schwarz: DMPC, DPC 
Simuliertes Spektrum: τ = 10° S = 0,8 
(q = 3,2; 22 % Gesamtlipidmenge; P:L = 1:100; pH = 6,8; T = 315 K) 
 
In dem hier gezeigten Spektrum (siehe Abb. 81) wurde nun kein langkettiges Lipid, sondern 
das kurzkettige Lipid 6-O-PC durch DPC ersetzt. Somit entstand eine neue Art von Bizellen, 
welche in der Literatur noch nicht bekannt sind. Bisher sind als kurzkettige Lipide für den 
Einsatz in Bizellen vor allem DHPC und sein etherverknüpftes Analogon 6-O-PC üblich, 
wohingegen für die langkettigen Lipide eine weitaus größere Auswahl zur Verfügung steht. 
Somit ist nun auch in dieser Hinsicht eine größere Vielfalt gegeben, und da DPC auch oft in 





Protein direkt aus diesem in die Bizellen rekonstituiert werden. Hiermit könnte man sich den 
normalerweise notwendigen Detergenzaustausch ersparen, welcher gerade für 
Membranproteine immer die  Gefahr der Denaturierung birgt. 
Diese neuen Bizellen konnten im Magnetfeld orientiert werden, und ein SAMMY-Spektrum 
von uniform 15N-markiertem TatA2-45 (schwarzes Spektrum) zeigte für die transmembrane 
Helix eine leicht andere Orientierung als für das in DMPC/DMPG/6-O-PC-Bizellen 
(DMPC/DMPG 80:20) rekonstituierte Protein (blaues Spektrum). Auf die Signalverteilung 
der amphiphilen Helix, welche flach auf der Membran aufliegt, scheint das neue 
Bizellensystem keinen Einfluss zu besitzen. Das simulierte Spektrum für den transmembranen 
Bereich wurde für einen Tiltwinkel von τ = 10° und einem Ordnungsparameter von S = 0,8 
berechnet, wodurch sich zeigt, dass die Orientierung in dem neuen Bizellensystem noch im 
Bereich des zuvor bestimmten Fehlers von τ = 13° ± 4° und S = 0,8 ± 0,03 liegt. 
Die Orientierung von TatA2-45 scheint also auch in anderen Modellmembranen nahezu 







4.4 Flüssigkeits-NMR Messungen 
Die Flüssigkeits-NMR Spektroskopie stellt eine komplementäre Methode zur Festkörper-
NMR Spektroskopie dar. Sie kann über skalare Kopplungen, isotrope chemische 
Verschiebungen und NOE-Signalen sehr genaue Aussagen über die lokale Struktur eines 
Proteins treffen. Mit Hilfe von dipolaren Restkopplungen (residual dipolar couplings, RDCs), 
welche an partiell orientierten, gelösten Molekülen gemessen werden, kann sogar die globale 
Struktur aufgeklärt werden. Die Festkörper-NMR Spektroskopie hingegen kann die 
Orientierung des Proteins in der Membran direkt bestimmen, wodurch sich die beiden 
Methoden sehr gut ergänzen. 
Um die Flüssigkeits-NMR Experimente auch auf unlösliche, hydrophobe Proteine anwenden 
zu können, muss das Protein in einer geeigneten Umgebung rekonstituiert werden. Hierzu 
eignen sich insbesondere Detergenz-Mizellen [201] oder isotrope Bizellen mit kleinem q 
[202]. Nicht jedes Membranprotein kann jedoch erfolgreich mit Hilfe der Flüssigkeits-NMR 
Spektroskopie vermessen werden, da mit zunehmender Proteingröße die Linienbreite 
erheblich ansteigt. Deshalb konnten beispielsweise bisher auch noch keine hochaufgelösten 
Spektren von TatC mit seinen sechs transmembranen Helices erzielt werden [64]. 
 
4.4.1 1H/15N-HSQC Spektroskopie 
Das Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC)-Spektrum ist ein wichtiges 
Basisexperiment bei der Strukturaufklärung von Proteinen. Es verknüpft die 1H-chemische 
Verschiebung mit der 15N-chemischen Verschiebung. Aufgrund der Unempfindlichkeit des 
15N-Kernes nutzt das HSQC ein inverses heteronukleares Messverfahren. Hierbei werden 
zuerst die Protonen magnetisiert, und mit einem ersten INEPT-Schritt (Insensitive Nuclei 
Enhancement by Polarization Transfer) wird diese Magnetisierung auf das über 1J-Kopplung 
direkt verbundene, unempfindliche 15N übertragen. In der darauffolgenden inkrementierten 
t1-Zeit kann sich die Magnetisierung entwickeln (Protonenkopplung und chemische 
Verschiebung werden durch einen 180°-Puls in der Mitte der t1-Zeit unterdrückt). 
Anschließend wird die Magnetisierung durch einen inversen INEPT-Schritt wieder zurück auf 
die Protonen übertragen und das Signal unter Stickstoffbreitbandentkopplung detektiert. Das 
Spektrum besteht also aus einem 1H-Spektrum auf der x-Achse und einem 
breitbandentkoppelten 15N-Spektrum auf der y-Achse. Somit ergibt das HSQC-Spektrum 





der Peptidbindung hervorgerufen wird. Auch die Seitenketten von Proteinen, welche ein N-H 
besitzen, ergeben entsprechende Signale.  
Ein HSQC-Spektrum stellt eine Art Fingerabdruck eines Proteins dar, und es lässt bereits 
Rückschlüsse auf die richtige Faltung zu, da aggregierte Proteine zu Linienverbreiterung und 
somit zu starker Signalüberlagerung führen. Mit diesem recht einfachen Experiment lässt sich 
also recht schnell die Qualität (richtige Faltung) und bei vorhandenen Vergleichsspektren 
auch die Identität der Probe abschätzen. Außerdem kann der Erfolg der 15N-Markierung 
während der Biosynthese überprüft werden. Des Weiteren können mit Hilfe von HSQC-
Spektren schnell Ligandenbindungsstellen identifiziert werden, indem der Ligand zum 
untersuchenden Protein titriert wird. Hierbei kommt es bei Signalen von Aminosäuren, 
welche mit dem Liganden wechselwirken, aufgrund des Einflusses des Liganden zu einer 
Signalverschiebung. Das HSQC-Spektrum ist zwar ein recht einfaches Experiment, aber es 
kann bereits aus diesem ersten Experiment eine Fülle an Information gewonnen werden.
 
 HSQC-Spektrum von TatA2-45 in SDS-Mizellen 
Das Konstrukt TatA2-45 wurde in deuterierten SDS-Mizellen (450 mM) in einem Phosphat-
Puffer (pH = 6,0) erfolgreich rekonstituiert und ein HSQC-Spektrum aufgenommen. 
 
 
Abb. 82  15N-HSQC-Spektrum von 15N-TatA2-45 in SDS-Mizellen  
1 mM 15N-TatA2-45;





Das 15N-HSQC-Spektrum von TatA2-45 ist gut aufgelöst und zeigt anhand der spektralen 
Dispersion und der Linienbreite, dass das Protein erfolgreich rekonstituiert werden konnte 
und gefaltet vorliegt (siehe Abb. 82). Die komplette Zuordnung des Spektrums konnte in 
Verbindung mit weiteren 1H,15N,13C-Triple-Resonanzexperimenten (HNCOCACB und 
HNCACB) an einer uniform 15N-13C-markierten Probe in Zusammenarbeit mit Dr. Claudia 
Muhle-Goll (KIT Karlsruhe) erreicht werden.  
Das Protein konnte ebenfalls in DPC-Mizellen oder in SDS-Mizellen in Citrat-Puffer 
(pH = 4,0) erfolgreich rekonstituiert werden. Die dabei beobachtete leichte Verschiebung der 
Signale war nicht auf eine strukturelle Änderung zurückzuführen, sondern resultierte aus der 
anderen chemischen Umgebung der Kerne in DPC-Bizellen bzw. einem anderen pH-Wert. 
Dies konnte ebenfalls mit CD-Messungen und Festkörper-NMR Messungen (vergleiche Abb. 
79)  bei unterschiedlichen pH-Werten bestätigt werden, welche ebenfalls keine Änderung 
zeigten. 
 
 HSQC-Spektrum von TatA2-45 in isotropen Bizellen 
Wie bereits zuvor erwähnt orientieren sich Bizellen ab einem q-Faktor ≤ 1,5 nicht mehr im 
Magnetfeld. Diese isotropen Bizellen können somit in der Flüssigkeits-NMR als 
Modellmembransystem Anwendung finden und sie erlauben das Protein in einer 
Lipidumgebung zu untersuchen. Sie stellen somit ein gutes Analogon zu den in der 
Festkörper-NMR verwendeten Bizellen mit q ≥ 2,5 dar.    
TatA2-45 konnte erfolgreich in diesen isotropen Bizellen rekonstituiert werden (siehe Abb. 83). 
Das Spektrum des Proteins in SDS-Mizellen (schwarzes Spektrum) unterscheidet sich leicht 
vom Spektrum in isotropen Bizellen (rotes Spektrum). Hierbei handelt es sich wahrscheinlich 
wieder um keine strukturellen Änderungen, sondern die Verschiebung der Signale beruht auf 
der unterschiedlichen chemischen Umgebung der Kerne in isotropen Bizellen und SDS-
Mizellen. Beide Spektren zeigen eine gute Auflösung und spektrale Dispersion, was darauf 






Abb. 83  15N-HSQC-Spektrum von 15N-TatA2-45 in isotropen Bizellen 
Rot: 0,5 mM TatA2-45; DMPC-d54/DHPC-bicelles; q = 0,25; 50 mM NaPi; pH = 6.0; T = 308K 
Schwarz: 1 mM TatA2-45; 450 mM SDS-d25; 50 mM NaPi; pH = 6.0; T = 323K 
 
 H2O/D2O-Austauschexperimente zur Bestimmung der Länge der transmembranen 
Region 
H2O/D2O-Austauschexperimente stellen eine allgemeine Methode zur Bestimmung der Länge 
von transmembranen Segmenten von Proteinen dar [203]. Amid-Protonen, die zugänglich für 
das deuterierte Lösungsmittel sind, werden gegen Deuteronen ausgetauscht und verschwinden 
somit im 1H/15N-HSQC-Spektrum. Das Transmembransegment des Proteins hingegen ist 
durch die SDS-Mizelle gegen Austausch geschützt und somit bleiben diese Signale erhalten.  
Das folgende Experiment (siehe Abb. 84) wurde zeitaufgelöst durchgeführt um auch noch 
Protonen in der Zwischenphase der SDS-Mizelle zu erkennen, welche zwar nach einiger Zeit 










Abb. 84  D2O/H2O-Austauschexperiment an TatA2-45 in SDS-Mizellen 
A: 15 min, B: 45 min und C: 75 min nach D2O-Zugabe. 
(1mM 15N-TatA2-45;
 450 mM SDS-d25; 50 mM NaPi; pH = 6.0; T = 323 K) 
 
Zur Durchführung des H2O/D2O-Austausches wird die Probe zuerst in wässriger Umgebung 
dargestellt und ein HSQC-Spektrum gemessen, um die richtige Faltung des Proteins 
sicherzustellen. Anschließend wird die Probe lyophilisiert und nach Zugabe von reinem D2O 
möglichst schnell ein HSQC-Spektrum aufgenommen (ca. 30 min Aufnahmedauer). 15 min 
nach D2O-Zugabe zeigte die Probe noch die Signale von Gly9 bis Gly22. Nach weiteren 30 
min verschwand jedoch zuerst das Gly9-Signal und 75 min nach D2O-Zugabe ist auch das 
Gly22-Signal verschwunden. Die restlichen Signale tauschen auch nach mehreren Wochen 
nicht aus. Dies zeigt, dass sowohl Gly9 als auch Gly22 am Rand der SDS-Mizelle liegen, 
wohingegen Leu10 bis Phe21 fest in der SDS-Mizelle eingeschlossen sind.  
Die Festkörper-NMR Ergebnisse legen eine etwas längere transmembrane Helix nahe, da im 
transmembranen Bereich des Spektrums von selektiv 15N-Ile markiertem TatA2-45 zwei 
Signale auftreten, die Ile7 und Ile5 zugeordnet werden könnten (vergleiche Abb. 71). Dieser 
Unterschied lässt sich vielleicht damit begründen, dass die SDS-Mizellen durch ihre stark 
gekrümmte Oberfläche nur ein relativ schlechtes Membranmodell darstellen. Somit erscheint 
das transmembrane Segment vielleicht etwas kürzer, da es von der SDS-Mizelle nicht 
vollständig umschlossen werden kann. Aus diesem Grund wurde der D2O-Austausch 
nochmals in isotropen Bizellen durchgeführt. In diesem Fall war jedoch ein zeitaufgelöster 
H2O/D2O-Austausch nicht möglich, da aufgrund der schlechteren Signalstärke eine zu lange 
Messzeit benötigt wurde, weshalb die Signale von Gly9 und Gly22 nicht aufgelöst werden 
konnten. Das Spektrum zeigte somit auch keine längere transmembrane Helix, was darauf 
hindeutet, dass auch in isotropen Bizellen das Transmembransegment nicht vollständig 





 Qualitätskontrolle der selektiv markierten Proben mittels HSQC 
Das 1H-15N-HSQC-Spektrum eignet sich auch hervorragend um die biosynthetisch 
hergestellten, selektiv markierten Proben (siehe Abb. 70-74) auf erfolgreiche 15N-Markierung 
zu überprüfen.  
 
 
Abb. 85  15N-HSQC der selektiv 15N-markierten Proben 
A: 15N-Val-TatA2-45; B:
 15N-Ile-TatA2-45; C:




 450 mM SDS-d25; 50 mM NaPi; pH = 6.0; T = 323 K) 






Die HSQC-Spektren der selektiv markierten Proben zeigen, dass die Markierungen 
erfolgreich verlaufen sind (siehe Abb. 85). Die Anzahl der Signale entspricht jeweils der 
Anzahl der markierten Aminosäuren im Protein. Es konnte somit gezeigt werden, dass kein 
Scrambling auftrat. 
 
 Wechselwirkung zwischen TatA2-45 und der Signalsequenz 
Wie bereits erwähnt, ist das HSQC-Spektrum auch sehr gut geeignet, um Wechselwirkungen 
zwischen einem Liganden und seiner Bindungsstelle im Protein zu untersuchen. Für TatAd 
wurde eine hohe Affinität zu seinem Signalpeptid vorhergesagt [118], weshalb hier untersucht 
werden sollte, ob auch mittels NMR-Spektroskopie diese Wechselwirkung beobachtet werden 
kann und ob es möglich ist, die Aminosäuren zu identifizieren, welche an der Bindung 
beteiligt sind. Aus diesem Grund wurde zu 15N-markierten TatA2-45 ein synthetisch 
hergestelltes unmarkiertes Fragment des Signalpeptids titriert, welches die charakteristische 
Doppelarginin-Signalsequenz enthält. Im resultierenden HSQC-Spektrum konnte jedoch 
keine Signalverschiebung und somit auch keine Wechselwirkung beobachtet werden. Auch 
ein weiteres Experiment, in welchem unmarkiertes TatAd zu biosynthetisch hergestelltem 
15N-markiertem Signalpeptid titriert wurde, zeigte keine Signalverschiebung im Spektrum des 
Signalpeptids und somit ebenfalls keine Wechselwirkung.  
Ein Grund für das Ausbleiben der Wechselwirkung könnte die Abschirmung durch die 
negativ geladenen SDS-Mizellen darstellen, in welchen das Protein und das Signalpeptid 
eingebettet waren. Weiterhin könnte die hohe Ionenstärke der NMR-Probe die 
Wechselwirkung gestört haben. Auf der anderen Seite besteht natürlich auch die Möglichkeit, 
dass es entgegen der Ergebnisse von Pop et al. [118] keine Wechselwirkung zwischen TatAd 
und seinem Signalpeptid gibt, da auch für den Tat-abhängigen Transport in E. coli nicht TatA 
sondern TatC als Bindungspartner für das Signalpeptid bestimmt wurde [76, 82, 83].  
Es kann aber nicht abschließend geklärt werden, ob eine Affinität zwischen TatAd und dem 
Tat-abhängigen Signalpeptid besteht. 
 
4.4.2 NOESY-Spektren 
Durch 15N- und 13C-NOESY Messungen an TatA2-45 sollte die lokale Struktur von TatA2-45 
bestimmt werden. Diese Messungen wurden hauptsächlich von Dr. Claudia Muhle-Goll (KIT 
Karlsruhe) durchgeführt und sollen in dieser Arbeit kurz dargestellt werden, da sie einen 





Im Gegensatz zu den skalaren Kopplungen, welche in den bisher beschriebenen Flüssigkeits-
NMR Messungen Anwendung fanden, werden die in diesem Experiment beobachteten 
Wechselwirkungen zwischen Kerndipolen nicht über Bindungselektronen, sondern direkt 
über den Raum übertragen. Somit kann es auch zu Kopplungen zwischen Atomen kommen, 
welche über viele Bindungen entfernt sind, sich aber räumlich sehr nahe sind (bis zu 5 Å). 
Diese Wechselwirkung bewirkt der Kern Overhauser Effekt (Nuclear Overhauser Effect; 
NOE), welcher eine Übertragung von Magnetisierung zwischen räumlich benachbarten 
Kernen durch Kreuzrelaxation ermöglicht. Die geringe Reichreite dieser Wechselwirkung 
kann durch ihre Proportionalität zu 1/r6 begründet werden, wobei r der Abstand zwischen den 
beiden Kernen ist. Aus den gemessenen NOE-Intensitäten können Abstände gewonnen 
werden, was dieses Experiment für die Strukturaufklärung sehr wichtig macht. Aus einem 
Satz dieser Abstände kann mit Hilfe einer MD-Simulation die lokale Struktur berechnet 
werden. Man unterteilt die erhaltenen NOEs aufgrund ihrer Reichweite in short-range, 
medium-range und long-range NOEs. Die short-range NOEs dienen bei der Zuordnung von 
Signalen zur Bestimmung der Aminosäurenabfolge des Proteins (Primärstruktur). Die 
medium-range NOEs hingegen dienen zur Bestimmung der Sekundärstruktur (Entfernung bis 
ca. 4 Aminosäuren). Am bedeutendsten sind jedoch die long-range NOEs, da sie Aussagen 
über die Tertiärstruktur des Proteins zulassen.  
Im NOESY-Spektrum von TatA2-45 konnten solche long-range NOEs nur zwischen Leu18 und 
Pro23 beobachtet werden (siehe Abb. 86). 
 
 





Aus diesen und allen weiteren NOE-Signalen und den daraus gewonnen 
Abstandsrandbedingungen konnte eine 3D-Struktur von TatA2-45 berechnet werden (siehe 
Abb. 87).  
 
 
Abb. 87  Flüssigkeits-NMR Struktur von TatA2-45 
 
Die Flüssigkeits-NMR Struktur von TatA2-45 ist als eine Überlagerung der 20 energetisch 
günstigsten  Strukturen, welche durch die Strukturberechnung mit den 
Abstandsrandbedingungen erhalten wurden, dargestellt. Die Strukturen wurden alle auf die 
transmembrane Helix überlagert sind, wodurch sich die Orientierungen der amphiphilen Helix 
auffächern. Dieser Vielzahl der möglichen Orientierungen kann nun entweder eine wahre 
Flexibilität des Moleküls zu Grunde liegen, oder es sind nicht genügend 
Abstandsrandbedingungen vorhanden, welche die Tertiärtruktur definieren und somit eine 





Wie bereits erwähnt, sind die Flüssigkeits-NMR und die Festkörper-NMR Experimente 
komplementär zueinander. Die Flüssigkeits-NMR kann die lokale Molekülstruktur 
bestimmen, und die Festkörper NMR besitzt die einzigarte Möglichkeit, die Orientierung in 
der Membran zu bestimmen. 
Die erhoffte weitere Einschränkung der aus der Festkörper-NMR bestimmten möglichen 
Orientierungen von TatA2-45 in der Membran durch die Ergebnisse der Flüssigkeits-NMR 
konnte durch das weitgehende Fehlen von long-range NOEs nicht erfüllt werden. Diese 
Unterbestimmtheit führte zu der beobachteten Auffächerung der Struktur, wodurch die 































Die Lage der transmembranen und der amphiphilen Helix in der Membran konnte mit Hilfe 
der Festkörper-NMR bestimmt werden. Die Kombination dieser beiden Orientierungen ergibt 
die Gesamtorientierung des Proteins TatA2-45 im membrangebundenen Zustand. Durch die 
Inversionssymmetrie der Tensoren ergibt sich jedoch eine Doppeldeutigkeit, wobei die 
Orientierung einer Helix mit den Wertepaaren [τ, ρ] nicht unterscheidbar von der 
Orientierung mit den Wertepaaren [180 – τ, 180 + ρ] ist [204]. Anschaulich bedeutet dies, 
dass nach Festlegung der Orientierungsrichtung der transmembranen Helix durch die Lage 
des N-Terminus in der Membran und somit der Definition der Membranober- und -unterseite, 
der C-Terminus der amphiphilen Helix entweder in die Membran oder die wässrige Phase 
weisen kann. Für eine amphiphile Helix können diese beiden Orientierungsmöglichkeiten in 
der Regel aufgrund ihres Hydrophobizitätsprofils recht leicht unterschieden werden. In der 
sinnvolleren Orientierung sollten die hydrophoben Seitenketten in die Membran zeigen. Für 
den jetzigen Fall, in dem die geladenen Seitenketten der amphipihilen Helix eher zur Seite als 
in Richtung der wässrigen Phase zeigen, müssen beide mathematisch möglichen 
Orientierungen betrachtet werden. Es besteht also die Möglichkeit, dass die transmembrane 
Helix [τ = 13°; ρVal15 = 235°] entweder mit einer amphiphilen Helix der Orientierung [τ = 64°; 
ρIle29 = 25°] oder der Orientierung [τ = 116°; ρIle29 = 205°] verbunden ist.  
Eine weitere Mehrdeutigkeit liegt in der Tatsache, dass die Orientierung der beiden Helices 
nur bezüglich der Membrannormalen bestimmt werden kann. Die Orientierung bezüglich 
einer Achse in der Membranebene ist jedoch nicht festgelegt. Anschaulich bedeutet dies, dass 
die transmembrane Helix auf einem Kegel liegen kann, wenn die Orientierung der 
amphiphilen Helix festgehalten wird. Somit ist der Winkel zwischen den beiden Helices 









Aus den Ergebnissen der Festkörper-NMR alleine kann somit die Orientierung in der 
Membran nur soweit bestimmt werden wie in Abb. 88 gezeigt. Es existieren also zwei 
mögliche Strukturfamilien, welche sich grundlegend in der Lage der amphiphilen Helix 
unterscheiden. 
Die Flüssigkeits-NMR liefert komplementäre Ergebnisse zur Festkörper-NMR, da mit ihr die 
lokale Struktur, aber nicht die Orientierung in der Membran bestimmt werden kann. Somit 
könnte die aus der Festkörper NMR gewonnenen Strukturfamilien weiter eingegrenzt werden, 
wenn der Winkel zwischen den beiden Helices ΔTMS aus einer Flüssigkeits-NMR 
Strukturanalyse bekannt wäre. Weiterhin könnten auch eventuell beobachtete long-range 
NOEs die Orientierungsmöglichkeiten noch weiter einschränken. In unserer Flüssigkeits-
NMR Analyse von TatA2-45 in SDS-Mizellen konnten jedoch nur sehr wenige long-range 
NOEs beobachtet werden, weshalb die Struktur im Hinblick auf den Winkel zwischen den 
beiden Helices ΔTMS deutlich unterbestimmt ist (vergleiche Abb. 87). Basierend auf diesen 
Ergebnissen ist somit eine weitere Einschränkung der aus der Festkörper-NMR erhaltenen 
Orientierungen leider nicht möglich. 
Eine vor kurzem veröffentliche Flüssigkeits-NMR Studie von Hu et al. an TatAd in DPC-
Mizellen konnte jedoch die lokale Struktur von TatAd durch  Messung von RDCs und 
weiterer NOEs aufklären [205]. Es konnte gezeigt werden, dass TatAd eine L-förmige 
Struktur einnimmt mit einem Winkel  zwischen den Helices von ΔTMS ≈ 90°. Betrachtet man 
nun wieder die bestimmten möglichen Orientierungen von TatAd in der Membran, so kann 
der Winkel ΔTMS für die Strukturfamilie mit in Richtung wässriger Phase zeigender APH  
(τAPH = 64°) die Werte von 180° – τTMS – τAPH bis 180° + τTMS – τAPH und somit von 103° - 
129° ± 11° annehmen. Die Strukturfamilie mit in die Membran zeigender APH (τAPH = 116°) 
kann dementsprechend für ΔTMS die Werte 51° bis 77° ± 11° annehmen. Es zeigt sich also, 
dass für die Strukturfamilie mit τAPH = 64° nur der kleinstmögliche Winkel mit ΔTMS ≈ 103° ± 
11° und für die Strukturfamilie mit  τAPH = 116° nur der größtmögliche Winkel mit ΔTMS ≈ 77° 
± 11° möglich ist. Um zwischen diesen beiden verbleibenden Möglichkeiten zu unterscheiden 







Abb. 89  Long-range NOEs der Loop-Region bei TatAd nach Hu et al. 
Abbildung übernommen aus [205]. 
 
Es wurde ebenfalls der long-range NOE zwischen Leu18 und Pro23 beobachtet, und außerdem 
konnten noch weitere long-range NOEs zwischen Phe14, Leu18 auf der transmembranen 
Helix, Pro23 im Loop und Leu26 auf der amphiphilen Helix gemessen werden (siehe Abb. 89). 
Mit diesen long-range NOEs lassen sich nun die beiden zuvor diskutierten möglichen 
Strukturen unterscheiden. Es zeigt sich, das die Struktur mit  ΔTMS ≈ 103° ± 11° und den 
azimutalen Rotationswinkeln ρVal15 = 235° ± 20° und ρIle29 = 25° ± 50° zu der von Hu et al. 
bestimmten Flüssigkeits-NMR Struktur besser passt, da in dieser Orientierung die 
beobachteten Kontakte wahrscheinlicher sind. 
Die Flüssigkeits-NMR Struktur von TatAd nach Hu et al. [205] passt sehr gut zu der hier 
bestimmten Struktur von TatA2-45 in der Membran. Nur der in der Flüssigkeits-NMR Struktur 
beobachtete Knick in der transmembranen Helix nach Ile16 konnte aus den Festkörper-NMR 
Daten nicht bestätigt werden, da sich dieser im SAMMY-Spektrum am transmembranen 
PISA-wheel deutlich zeigen sollte. Der ebenfalls gezeigte Knick in der APH kann aus unseren 
Daten aufgrund des hohen Fehlers in dieser Region weder bestätigt noch ausgeschlossen 
werden. Diese beiden Strukturmerkmale könnten jedoch ein Artefakt aufgrund der stark 







Abb. 90  Dreidimensionales Strukturmodell von TatA2-45 in der Membran [206] 
A: Darstellung der Orientierung von TatA2-45 in der Membran.  
Die N-terminale transmembrane Helix und die amphiphile Helix sind als ideale α-Helices dargestellt, wobei die 
Orientierung in der Membran durch Festkörper-NMR Spektroskopie bestimmt wurde und die lokale Struktur aus 
der Flüssigkeits-NMR Spektroskopie stammt. Die Cα-Atome von Val15 und Ile29 sind mit einem Ball markiert, 
um die Rotationswinkel darzustellen. Die geladenen Seitenketten und die Seitenketten, für welche NOE´s im 
Loop-Bereich beobachtet wurden, sind gezeigt. 
B: Darstellung des azimutalen Rotationswinkels der APH. 
 
Durch Kombination der in dieser Arbeit bestimmten Orientierung von TatA2-45 in der 
Membran mittels Festkörper-NMR und der Flüssigkeits-NMR Struktur von Hu et al. [205] 
konnte die dreidimensionale Struktur von TatAd sowohl bezüglich ihrer Orientierung in der 
Membran als auch in ihrer lokalen Struktur vollständig aufgeklärt werden (siehe Abb. 90). 
Wie bereits zuvor diskutiert, ist die ungewöhnliche Orientierung der geladenen Seitenketten 
der APH besonders auffallend (siehe Abb. 76). Aufgrund der vorliegenden Geometrie wurde 
daraufhin postuliert, dass die Ausbildung einer Salzbrücke zwischen Arg35-Glu39 und ebenso 
zwischen Lys25-Glu28 bzw. Glu28-Arg31 denkbar sei. Vielleicht spielt diese Fähigkeit zur 
Ausbildung von Salzbrücken im ungekürzten Protein TatAd eine wichtige Rolle bei dessen 
Aufgabe im Tat-abhängigen Transport. Da TatA als die porenbildende Komponente 
angesehen wird [72, 74], könnte die ungewöhnliche Orientierung der APH eine wichtige 
Bedeutung bei der Assemblierung der Pore besitzen. So könnte die Oligomerisierung von 
TatA-Monomeren zu einer Pore durch die Ausbildung von intermolekularen Salzbrücken 
stattfinden. Um mögliche inter- oder intramolekulare Salzbrücken identifizieren zu können, 







Abb. 91  Der Charge-Zipper des TatAd aus B. subtilis 
Illustration der sieben möglichen Salzbrücken in TatAd.  
Die TMS ist aufgrund ihrer Hydrophobizität gelb, die APH aufgrund ihrer überwiegend positiven Ladung blau 
und eine weitere Region (ZIP) mit überwiegend negativer Ladung rot dargestellt. 
Abbildung übernommen aus [207] 
 
Es fällt auf, dass die Ladungen ein hochsymmetrisches Muster bilden, und es innerhalb der 
TatAd-Sequenz zur Ausbildung von sieben möglichen Salzbrücken kommen kann. Dabei lässt 
sich das Ladungsmuster der APH, welche hauptsächlich positive Ladungen trägt, auf eine 
weitere hochgeladene Region spiegeln, welche hier als ZIP („Charge-Zipper“) bezeichnet 
wird und hauptsächlich negative Ladungen trägt. Damit die Salzbrücken ausgebildet werden 
können, muss die Länge der beiden Segmente möglichst identisch sein. In dieser Arbeit 
konnte nachgewiesen werden, dass die APH eine α-helikale Struktur einnimmt, die mit einer 
Ganghöhe von 1,5 Å pro Aminosäure für die 21 beteiligten Aminosäuren (Lys25-Lys45) eine 
Gesamtlänge von 31,5 Å ergibt. Der ZIP hingegen besteht nur aus neun Aminosäuren (Asp51-
Glu59), aber wenn man für diese Region ein β-Faltblatt postuliert, so ergibt sich aus dem 
Abstand zweier Aminosäuren von 3,5 Å im β-Faltblatt wieder eine Gesamtlänge von 31,5 Å. 
Der Charger-Zipper hätte somit eine genau passende Länge, um eine typische Membran mit 
30 Å Dicke zu durchspannen. 
Um zu überprüfen, ob dieses Ladungsmuster nur bei TatAd aus B. subtilis auftritt oder eine 
generelle Eigenschaft von TatA ist, wurden die Ladungsmuster von TatA aus verschiedenen 

















Abb. 92  Ladungsmuster von TatA aus verschiedenen Organismen 
Direkt aufeinanderfolgende Ladungen sind durch ein Leerzeichen getrennt, und ein Punkt steht für eine beliebige 
Anzahl von Aminosäuren zwischen den Ladungen. Ladungen in Klammern befinden sich auf der TMS. Die 
identifizierten Ladungsmuster sind farblich markiert. 
Abbildung übernommen aus [207]. 
 
Das hochsymmetrische Ladungsmotiv tritt bei allen untersuchten TatA-Sequenzen auf, wobei 
die APH immer überwiegend positiv und der ZIP überwiegend negativ geladen ist. Es ist eine 
Präferenz von Lys über Arg zu erkennen, wohingegen die beiden negativ geladenen 
Aminosäuren in gleichem Maße vorkommen. Bemerkenswert ist, dass die Gesamtladung der 
Proteine trotz dieser vielen Ladungen fast vollständig neutral ist. Auch bei den TatA-
Homologen Tha4 und TatE ist das Ladungsmotiv erkennbar, jedoch nicht bei TatB und 
Hcf106. Dies steht im Einklang mit der postulierten Funktion der Komponenten des 
Tat-abhängigen Transports, wonach TatB und Hcf106 nicht die Pore aufbauen sondern als 
Verbindungsbrücke zwischen TatA und TatC auftreten [76]. 
Nachdem nun das Ladungsmuster charakterisiert wurde, soll betrachtet werden wie die 
Ladungen auf der Oberfläche von TatAd verteilt sind. Betrachten wir hierzu nochmals den 
helical wheel plot der amphiphilen Helix, so kann man erkennen, dass die Ladungen in zwei 
getrennte Bereiche zerfallen (siehe Abb. 93A). Eine Ladungsgruppe besteht aus Lys41 und 
Lys45, wohingegen die andere Ladungsgruppe eine leichte Kurve um die Helix bildet und die 
Aminosäuren Lys25, Glu28, Arg31, Arg35 und Glu39 enthält. Die Schwerpunkte der beiden 
Ladungsgruppen stehen in einem Winkel von etwa 120° zueinander. Betrachtet man das 
Ladungsmuster auf einer flachen Projektion der Helix (siehe Abb. 93B) so wird deutlich, dass 
die beiden Ladungsgruppen auf der einen Seite durch den hydrophoben Bereich der APH und 
auf der anderen Seite durch das Leu38 und Ser42 getrennt sind. Für Leu38 wurde schon bei der 
Analyse der Festkörper-NMR Ergebnisse von TatA2-45 eine wichtige Funktion postuliert, da 
es direkt in die wässrige Umgebung zeigt. Dieses sterisch anspruchsvolle Leu38 verhindert 
wahrscheinlich, dass sich der ZIP durchgehend entlang der eigenen APH anschmiegt. 
name sequence of 
charges along APH [and TMS] 
sequence of  
charges along the C-terminus    
K/R D/E net 
B.subtilis_TatAd +.-.+.+.-.+.+. - - + - - +.-.+.- + 7/2 2/6 +1 
B.subtilis_TatAy + +.-.+.-.+ -.+.+. - - - - + + + - - 8/1 3/6 0 
E.coli_TatA + +.-.+.+ +. - - -.+.- +.-.-.+.- +.-.-.+.- -.+ +.- + - 12/1 10/4 -1 
E.coli_TatE [-.+.]+ +.+.-.+.+ +. - - -.+ +.-.-.- +.+ - 10/1 6/3 +2 
V.cholerae_TatA + +.+.-.+.+ +. - - -.+ -.-.-.+.-.+.-.+ + - + - 11/1 4/7 +1 
Y.pestis_TatA +.+.-.+.+ +. - -.- +.-.-.+.- +.+.- -.+.- + - 10/1 6/5 0 
S.enterica_TatA + +.-.+.+ +. - - -.+.- +.-.-.+.- +.-.+ + - -.+.- + - 13/0 10/3 0 
H.pylorii_TatA + +.-.+.+.+ +.+.   - - - - -.+.-.+.-.+.-.-.+.+.- 12/0 3/8 +1 
A.tumefaciens_TatA +.+.-.-.+.+.+ +. - - -.-.+.-.+.- -.+ 8/1 6/3 0 
P.aeruginosa_TatA [-.+.]+ +.+.-.-.+.+ +.  - - - - + + -.-.+.- -.+ + - 9/3 7/5 0 
H.influenzae_TatA + +.+.-.+.+ +.+.  - - - +.+ -.-.+.-.-.+ +.+.+ + - +.+ 13/4 4/5 +8 
M.tuberculosis_TatA + +.-.+.+.+.+.-.+.  -.-.+.-.-.+.-.-.-.+ 5/5 3/6 +1 
P.sativum_Tha4 … [-.]+ +.-.+.+.+  -.-.-.+ + -.- -.-.- +.-.+.+ - 13/4 1/12 +4 
E.coli_TatB [-.-.]+.+.+.+.-.-.+.-.-.+ +.- +.-.+.- -.+.-.+ +.-.- +.- -.+… 13/5 8/16 -6 






Abb. 93  Funktionsweise des Charge-Zippers 
A: Helical wheel plot der APH von TatAd mit eingezeichneten Schwerpunktvektoren der beiden 
Ladungspatches, wobei noch eine zweite Möglichkeit mit von der Helix aufgewickeltem Lys25 gezeigt ist. 
B: Flache Projektion der APH mit eingezeichneten Ladungspatches 
C: Struktur des ZIP als β-Faltblatt zwischen zwei APH´s, betrachtet von der hydrophilen Seite. Die Struktur 
wurde durch eine all-atom MD-Simulation bestimmt. Salzbrücken sind als schwarze Linien eingezeichnet. 
D: Postulierte intra- und intermolekulare Salzbrücken zwischen APH(i) und ZIP(i) von TatA(i) mit APH(ii), ZIP(ii) 
von TatA(ii), usw. 
Abbildung übernommen aus [207]. 
 
Mann kann sich nun vorstellen, wie mehrere TatA-Monomere durch die beiden 
Ladungsgruppen auf ihren APHs verbunden werden. Die ZIP-Sequenz richtet sich dabei 
entlang der APH aus und bildet mit der einen Seite intramolekulare und mit der anderen Seite 
intermolekulare Salzbrücken zu der nächsten APH aus. 
Generell gibt es zwei Möglichkeiten, wie sich die Salzbrücken ausbilden können. Entweder 
werden fünf intramolekulare Salzbrücken und zwei intermolekulare Salzbrücken gebildet, 
oder entsprechend umgekehrt. Betrachtet man den recht kurzen Loop (Ser46-Gly50) zwischen 
APH und ZIP, so ist es unwahrscheinlich, dass sich Asp51(i) wieder auf die eigene APH(i) 





wahrscheinlich die intramolekularen Salzbrücken Lys53(i)-Glu39(i), Glu54(i)-Arg35(i), 
Glu55(i)-Arg31(i), Lys56(i)-Glu28(i), and Glu59(i)-Lys25(i) und die intermolekularen Salzbrücken 
Asp51(i)-Lys45(ii), Glu52(i)-Lys41(ii) aus (siehe Abb. 93D). Diese Anordnung konnte auch durch 
eine all-atom MD-Simulation in Zusammenarbeit mit Attilio Vargiu und Paolo Ruggerone 
(Universität Cagliari, Italien) bestätigt werden (siehe Abb. 93C).  
Da die Seitenketten um die Cβ-Cγ Bindung frei drehbar sind, können sie sich entweder auf die 
linke oder die rechte Seite des ZIP β-Faltblattes biegen und somit Salzbrücken ausbilden, 
ohne eine Torsion des ZIPs zu verursachen. Durch diese Flexibilität können die APHs 
entweder in einer fast geraden Reihe stehen, oder auch in einer leichten Biegung angeordnet 
sein, wodurch letztendlich die Porengröße festgelegt wird. Es konnte schon mehrmals gezeigt 
werden, dass TatA-Oligomere aus Tetramer-Einheiten aufgebaut sind [69-71]. Zur 
Ausbildung eines Tetramers würde demnach ein Winkel von 90° zwischen den APHs benötigt 
werden. Eine größere Pore mit beispielsweise 12 Monomeren würde hingegen einen Winkel 
von 150° zwischen den APHs benötigen. Der Winkel zwischen den beiden Ladungspatch-
Schwerpunkten wurde auf etwa 120° geschätzt. Für den Fall, dass sich die APH am Beginn 
der Helix bei Lys25 etwas aufwickelt, wäre der Winkel zwischen den Schwerpunkten etwas 
kleiner (siehe Abb. 93A). Man kann sich nun vorstellen, dass es mittels der flexiblen ZIPs in 
beiden Fällen noch möglich ist Salzbrücken auszubilden, um ein entsprechendes Oligomer zu 
assemblieren. 
Eine solche Pore wäre im Inneren durch die Salzbrücken und einige Serine polar ausgekleidet 
und wäre somit gut geeignet um ein hydrophiles Substrat zu transportieren. Die Außenseite 
der Pore enthält viele hydrophobe Seitenketten, welche mit den umgebenden Lipiden und den 
transmembranen Helices wechselwirken können. Weiterhin besitzt die TMS ein GXXG-
Motiv und die APH ein GXXXG-Motiv, welches häufig in dicht gepackten transmembranen 
Helices auftritt [208]. Deshalb kann spekuliert werden, dass sich die TMS und die APH über 
dieses Motiv dicht zusammenlagern können. 
Im Folgenden soll ein möglicher Mechanismus der Oligomerisierung zur Pore dargestellt 
werden (siehe Abb. 94). Basierend auf der Tatsache, dass TatA in seiner inaktiven Form als 
Tetramer charakterisiert wurde [70] kann man sich vorstellen, dass vier TatAd-Monomere 
einen ersten Kontakt über die intermolekularen Salzbrücken Asp51(i)-Lys45(ii) und 
Glu52(i)-Lys41(ii)  herstellen können. Mit der darauffolgenden Ausbildung der intramolekularen 
Salzbrücken klappen die APHs in die Membran hinein und bilden das inaktive Tetramer. 
Dieses Tetramer stellt einen minimalen TatA-Komplex dar, aus welchem die höheren 





TatC über einen bisher noch nicht geklärten Mechanismus wird ein Transportsignal ausgelöst, 
woraufhin einige intermolekulare Salzbrücken gelöst werden und mehrere TatA-Tetramere 
seitlich miteinander verschmelzen. Hierbei kann man sich gut vorstellen, dass die Porengröße 
an das Substrat angepasst werden kann. 
 
 
Abb. 94  Mechanismus der Porenbildung mittels Charge-Zipper 
Postulierter Mechanismus der Porenbildung dargestellt im Membranquerschnitt (A, B, C, D) und als Draufsicht 
von der cytosolischen Seite (E, F, G, H). Als Monomer ist nur die L-förmige Orientierung stabil (A), die 
transmembrane Orientierung der APH ist als Monomer instabil (B).  
Der Mechanismus der Oligomerisierung ist im Text beschrieben. 






MD-Simulationen mit einem Go-Model [209] in Kooperation mit Moritz Wolf und Wolfgang 
Wenzel (KIT Karslruhe) konnten die Ausbildung des Tetramers und eines Dodecamers 
bestätigen. Als Randbedingungen wurden der helikale Charakter der TMS (Ile5-Gly22) und der 
APH (Leu26-Val48) ebenso wie die postulierten intra- und intermolekularen Salzbrücken 
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass sich im Laufe der MD-Simulation aus zuvor 
isolierten TatA-Monomeren (verkürzt um die letzten 10 AS, welche nicht Teil des Charge-
Zippers sind) in einer Membran-imitierenden Umgebung ein Tetramer, als auch ein 
Dodecamer ausbilden kann, welches bis zum Ende der Simulation stabil bleibt. 
 
 
Abb. 95  Strukturmodell der TatA-Pore basierend auf dem Charge-Zipper Mechanismus 
A: Strukturmodell eines Tetramers basierend auf dem Charge-Zipper Mechanismus. Erhalten aus einer MD-
Simulation mit dem Go-Modell in einer Membran-imitierenden Umgebung . Es ist sowohl eine Draufsicht als 
auch eine Seitenansicht gezeigt. 
B: Strukturmodell eines Dodecamers basierend auf dem Charge-Zipper Mechanismus. Erhalten aus einer MD-
Simulation mit dem Go-Modell in einer Membran-imitierenden Umgebung. Es ist sowohl eine Draufsicht als 
auch eine Seitenansicht der hydrophilen Innenseite und hydrophoben Außenseite gezeigt. 





Das Tetramer ist durch die geladenen Seitenketten vollständig verschlossen was für eine 
inaktive Pore erwartet wird, da keine Protonen durch die Membran dringen dürfen (siehe 
Abb. 95A strukturfüllendes Modell). Die Außenseite ist hydrophob und die transmembranen 
Helices haben keinen direkten Kontakt, was in Übereinstimmung mit einer vorhergehenden 
Untersuchung mittels eines TOXCAT-Essays ist [210]. Diese Tetramer-Struktur stellt die 
inaktive Form dar, in welcher die Pore vollständig verschlossen ist. Ein höheres Oligomer wie 
beispielsweise das Dodecamer stellt hingegen eine geöffnete Pore dar, wobei die Öffnung mit 
vielen polaren und geladenen Gruppen ausgekleidet ist (siehe Abb. 95B unten links). 
 
 
Abb. 96 Größenvergleich des vorgeschlagenen TatA-Dodecamers mit einem von Gohlke 
et al. [74] charakterisierten TatA-Komplex (Klasse 1) 
 
Gohlke et al. [74] konnten mittels Elektronenmikroskopie verschiedene TatA-Komplexe mit 
unterschiedlicher Größe charakterisieren und teilten diese in Klassen ein. Der Klasse 1 
Komplex besteht aus ca. 12-14 TatA-Monomeren und sollte demnach die Dimensionen des 
mittels Charge-Zipping gebildeten Dodecamers widerspiegeln. Ein Größenvergleich zeigt, 
dass die Dimensionen des Charge-Zipping-Modells sehr gut mit dem experimentell 
bestimmten Komplex übereinstimmen (siehe Abb. 96). 
Es konnte also gezeigt werden, dass über den postulierten Charge-Zipper Mechanismus 





das mittels MD-Simulation erhaltene Dodecamer sehr gut zu experimentellen Daten aus der 
Literatur passt. Dieses neuartige Strukturmotiv basierend auf einer elektrostatischen 
Wechselwirkung in einer hydrophoben Umgebung ermöglicht eine Verbindung von α-Helices 
über Salzbrücken. 
Dieses neue Charge-Zipper-Motiv könnte auch in weiteren Proteinen auftreten und dort ein 



























Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Struktur des Proteins TatAd aus B. subtilis untersucht 
werden, welches die porenbildende Komponente im Tat-abhängigen Transportkomplex 
darstellt.  
Hierzu wurde das Protein zunächst in einer reduktionistischen Vorgehensweise in Fragmente 
unterteilt, welche den postulierten Sekundärstrukturelementen des Proteins entsprachen. Die 
TatAd-Fragmente konnten biosynthetisch durch Überexpression in E. coli in hoher Ausbeute 
dargestellt und aufgereinigt werden. Mittels CD-Spektroskopie wurde ein hoher α-helikaler 
Anteil der jeweiligen Segmente nachgewiesen, und durch OCD-Spektroskopie konnte 
erstmals die postulierte Struktur im membrangebundenen Zustand experimentell bestätigt 
werden. TatA besteht somit aus einer N-terminalen transmembranen α-Helix, gefolgt von 
einer auf der Membran aufliegenden amphiphilen α-Helix und einem unstrukturierten C-
Terminus.  
Dieses qualitative Strukturmodell sollte anschließend mittels Festkörper-NMR weiter 
verfeinert werden. Hierzu wurde das Protein in orientierten Bizellen als Membran-imitierende 
Umgebung rekonstituiert. SAMMY-Spektren von uniform 15N- und selektiv 15N-markiertem 
TatA2-45 in ungeflippten und geflippten Bizellen resultierten in hoch aufgelösten PISA-
wheels, welche eine Bestimmung des Tiltwinkels τ und des azimuthalen Rotationswinkels ρ 
der beiden Helices erlaubte. Für die transmembrane Helix ergab sich eine Orientierung von 
τ = 13° ± 4° mit einem Ordnungsparamter von S = 0,8 ± 0,03 und einem Rotationswinkel von 
ρVal15 = 235° ± 20°. Für die Orientierung der amphiphilen Helix ergab sich entsprechend 
τ = 64° ± 10°, S = 0,5 ± 0,15 und ρIle29 = 25° ± 50°. 
Aufgrund der Inversionssymmetrie der Tensoren führt die Kombination der beiden 
unabhängig voneinander bestimmten Orientierungen der APH und TMS zu einer 
Doppeldeutigkeit, wonach die Orientierung einer Helix mit dem Wertepaar [τ, ρ] nicht 
unterscheidbar ist von der Orientierung mit dem Wertepaar [180 – τ, 180 + ρ]. Aus den Daten 
der Festkörper-NMR Spektroskopie alleine konnte somit keine eindeutige Orientierung 
insbesondere für die relative Orientierung der beiden Helices angegeben werden. Ein 
Vergleich mit einer kürzlich veröffentlichten Flüssigkeits-NMR Struktur von TatAd in 
Mizellen [205] erlaubte jedoch eine weitere Einschränkung der möglichen Strukturmodelle. 
Somit konnte der Winkel zwischen den beiden Helices von TatA2-45 letztendlich zu 
ΔTMS = 103° ± 11° bestimmt werden. Durch die Kombination der in dieser Arbeit erhaltenen 





dreidimensionale Struktur von TatA2-45 sowohl bezüglich ihrer Orientierung in der Membran 
als auch in ihrer lokalen Struktur vollständig aufgeklärt werden. 
Ein SAMMY-Spektrum des in mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten rekonstituierten 
Fragments TatA22-45, welches nur aus der amphiphilen Helix besteht, ergab im Gegensatz zu  
TatA2-45, eine fast flache Orientierung auf der Membran. Dies zeigte, dass die kurze 
transmembrane Helix in TatA2-45 die Orientierung der APH stark beeinflusst. Die daraus 
resultierende steile Orientierung der APH, zusammen mit der Tatsache, dass die geladenen 
Seitenketten eher zur Seite als nach oben in Richtung wässriger Umgebung zeigen und somit 
nur durch die Ausbildung von intramolekularen Salzbrücken erklärt werden können, führten 
zu der Überlegung, dass diese ungewöhnliche Struktur mit der Funktion von TatA korreliert 
sein könnte.  
Eine genauere Betrachtung der Sequenz von TatAd offenbarte daraufhin ein 
hochsymmetrisches Ladungsmotiv, in welchem die überwiegend positiv geladenen 
Seitenketten der APH auf eine benachbarte, überwiegend negativ geladene Region gespiegelt 
werden. Diese negativ geladene Region wurde als neues Motiv der Proteinfaltung erkannt und 
als ZIP (von Charge-Zipper) bezeichnet, denn eine Sequenzanalyse von TatA ergab, dass 
dieses Strukturmotiv in allen untersuchten Organismen enthalten war. Es konnte daraufhin ein 
dreidimensionales Strukturmodell entwickelt werden, welches eine Poren-Bildung von TatA 
aufgrund von intra- und intermolekularen Salzbrücken des Charge-Zippers ermöglicht. 
Dieses neuartige Strukturmotiv basiert auf einer elektrostatischen Wechselwirkung in einer 
hydrophoben Umgebung und ermöglicht eine Verbindung von α-Helices über Salzbrücken. 
Es könnte auch in anderen porenbildenden Proteinen, wie zum Beispiel Toxinen und 







Für die in dieser Dissertation durchgeführten Arbeiten wurden die folgenden Geräte, 
Materialien und Chemikalien verwendet. 
 
7.1 Geräte 
Autoklav      Varioklav, H + P Labortechnik  
Sanoclav S-ECZ, Wolf 
VX-95, Systec 
2540 EL, Systec  
  
Brutschrank          Incucell, MMM Medcenter Einrichtungen  
 
CD Spektropolarimeter     J-810, JASCO 
       J-815, JASCO 
 
Elektroporationsgerät        MicroPulser, Bio-Rad 
 
FPLC       ÄKTApurifier, GE Healthcare 
       GradiFrac, Pharmacia Biotech   
 
French-Press            SLM-Aminco, Spectronic Instruments  
  
Gasbrenner                 Schütt flammy S, Schütt Labortechnik   
   
Geldokumentationssystem  Vilber Lourmat 
 
Geldokumentationssystem  (Photo-Print)  P91, Mitsubishi 
 
Gelelektrophorese (Agarose)     PerfectBlue, PEQLAB Biotechnologie 
 
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)        Mini-Protean Tetra Cell, Bio-Rad 
 







Inkubationsschüttler        G25, New Brunswick Scientific 
       Innova 44, New Brunswick Scientific  
 
Minitron AI 72, HT Infors AG  
  
Kühlschränke     
4°C bzw. - 20°C         Siemens  
- 80°C            Herafreeze, Heraeus Instruments 
 
Lyophilisator      Alpha 2-4, Christ 
       Alpha 2-4 LD, Christ 
  
Magnetrührer       MR 80, Heidolph 
RCT, IKA  Labortechnik 
  
Massenspektrometer (MALDI-TOF)  Autoflex III, Bruker Daltonics  
  
Membranpumpe       MZ 2C, Vacuubrand  
  
Mikrowelle          M1712 N, Samsung 
 
NMR-Spektrometer     Avance III, 500 MHz (Ultrashield) Wide 
       Bore, Bruker Biospin 
 
       Avance, 500 MHz (Ultrashield) Wide 
       Bore, Bruker Biospin 
 
       Avance, Bruker Biospin,  
500 MHz (AS) WB, Magnex Scientific 
 
       Avance, 600 MHz (Ultrashield) Standard 
       Bore, Bruker Biospin 
 
NMR-Probenkopf     HXY Triple Resonance, statisch,  
       austauschbare Spule, Bruker Biospin 
 
pH-Messgerät          QpH 70, VWR International 








0,5 - 10 µl, 2 - 20 µl, 10 - 100 µl,    Reference, Eppendorf  
50 - 200 µl, 100 - 1000 µl          
1 - 5 ml, 2 - 10 ml            Finnpipette, Thermo Scientific  
 
Reinraumbank          Herasafe, Heraeus Instruments   
  
Reinstwasseranlage         Milli-Q, Millipore 
 
Stromversorger          E455, Consort  
        Power Pac 300, Bio-Rad  
Power Pac Basic, Bio-Rad  
 
Thermocycler          PCR Express, Hybaid 
        Progene, Techne  
  
Trockenschrank          600, Memmert 
  
Ultraschallgeräte      Branson Sonifier 250, G. Heinemann  
Ultraschall und Labortechnik  
 
Sonorex super RK510, Bandelin 
electronic  
  
UV/VIS-Spektrophotometer       SmartSpec Plus, BioRad 
 
Vortexer        Genie K-550-GE, Bender und Hobein 
  
Waagen  
Ablesbarkeit 0,1 g         PB 3001, Mettler Toledo  
Ablesbarkeit 0,1 mg          A 200 S, Sartorius 
              CP 64, Sartorius 
Ablesbarkeit 0,001 mg    M2P, Sartorius  
 
Wasserbad       1008, Gesellschaft für Labortechnik  





Wasserbad Thermostat    U3 - 7A, Julabo 
       A100, LAUDA   
  
Western –Blot Apparatur      PerfectBlue Semi-Dry Elektroplotter, 
PEQLAB Biotechnologie 
 
Zentrifugen           3-18 K, Sigma  
Avanti Centrifuge J-25, Beckman 
Biofuge fresco, Heraeus Instruments  
Centrifuge 5415 C, Eppendorf  
              Centrifuge 5417 R, Eppendorf  
RC 2-B, Sorvall 
RC 5-B Plus, Sorvall 
       L8-M, Beckman 
  
Zentrifugenrotoren         19776-H, Sigma  
              50Ti, Beckman  
J-Lite JLA-9.1000, Beckman  
JA-14, Beckman 
SLA-3000 Super-Lite  GS-3, Sorvall 
 
7.2 Verbrauchsmaterialien 
Aluminiumfolie           Rotilabo-Aluminiumfolie, Roth  
Autoklavierband          Comply Indicator Tape, 3M  
Blotting Papier          Gel-Blotting-Papiere, Schleicher &   
Schuell  
Deckgläser (7,5 x 12 mm)    Marienfeld 
Dialysierschlauch (3,5 kDa MWCO), 10ml   Float-A-Lyzer, Spectrum Laboratories 
Dialysierschlauch (1 kDa MWCO), 10ml    Float-A-Lyzer, Spectrum Laboratories 
Dialysemembran (3,5 kDa MWCO)   Spectra/Por 6, Spectrum Laboratories 
Einmalspritzen (20 ml, 10ml, 1 ml)         Injekt, B. Braun 
Einmalspritze für Gummistopfen NMR-Gefäß BD Micro U40, Becton Dickinson     
Einmalsterilfilter (0,22 µm)       Rotilabo-Spritzenfilter steril, Roth 





Elektroporationsküvette    Eppendorf     
Halbmikroküvetten (1 ml)        Sarstedt  
Nitrozellulosemembran        PEQLAB 
NMR-Gefäß (5 mm)     New Era Enterprises 
NMR-Glascontainer (7,7 x 2,2 x 30 mm)  New Era Enterprises 
NMR-Probenröhrchen mit Kappe (5 mm)  Wilmad LabGlass 
Parafilm          Laboratory film, American National Can 
Petrischalen           Sarstedt  
Pipettenspitzen (1 ml, 200 µl, 10 µl)    Sarstedt  
Pipettenspitzen (5 ml)    Finnpipette, Thermo Scientific  
Reaktionsgefäße (2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml)     Sarstedt  
Rührzelle (3 kDa MWCO)    Omega Cell, Pall 
Rührzelle (1 kDa MWCO)    Omega Cell, Pall  
Ultrazentrifugenröhrchen        Beckman 
UV-Küvetten mikro (70 l)    PLASTIBRAND, Brand 
Wägepapier           MN 226, Macherey-Nagel  
Wägeschälchen          Rotilabo-Einmal-Wägeschälchen, Roth 
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml)        Falcon-Tubes, Sarstedt         
 
7.3 Chemikalien 
6-O-PC      Avanti Polar Lipids 
Acetonitril           Fisher Scientific 
Acrylamid            Applichem  
Agar             Roth  
Agarose            PEQLAB  
Agarose          Sigma  
Albumin Fraktion V         Roth  
Ameisensäure          Roth  
Aminocaproat          Fluka  
Aminosäuren      Sigma-Aldrich 
Aminosäuren (15N-markiert)    Specta Stable Isotopes 
Ammoniumpersulfat (APS)       Roth  
Ammoniumsulfat          Acros Organic 





Ammoniumchlorid     Fluka 
Ammoniumchlorid (15N-markiert)   Spectra Stable Isotopes 
Bactotrypton           AppliChem  
Benzamidin-Hydrochlorid        Merck 
Borsäure      Roth 
Bromcyan      Fluka   
Bromphenolblau          Merck  
Calciumchlorid          Roth   
4-Chlor-1-naphtol           AppliChem 
Chloroform      Roth 
Cholinchlorid      AppliChem 
Cobaltchlorid      AppliChem 
Coomassie Brilliant Blue R250         Serva  
D(+)-Biotin           AppliChem 
DHPC       Avanti Polar Lipids 
Dikaliumhydrogenphosphat      AppliChem  
Dimethylsulfoxid (DMSO)       Aldrich  
Dinatriumhydrogenphosphat      AppliChem 
1,4-Dithio-DL-threitol (DTT)      Fluka  
DMPG      Avanti Polar Lipids 
DMPC       Avanti Polar Lipids 
D2O       Sigma-Aldrich 
D-Pantothenat      AppliChem 
DPC       Avanti Polar Lipids 
Essigsäure            Roth  
Eisen(II)-Sulfat          Fluka 
Ethanol            Merck  
Ethidiumbromid          Sigma  
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)      Fluka   
Glucose            Fluka 
Glucose (13C-markiert)    Spectra Stable Isotopes   
Glycerin            Roth  
Folsäure      AppliChem 





Imidazol            Roth 
IPTG       Roth  
Isopropanol           Merck  
Kaliumdihydrogenphosphat      AppliChem  
Kanamycin           AppliChem 
Kupfer(II)-Chlorid         Laborbedarf A. Ebel 
Mangan(II)-Chlorid         Fluka 
Magnesiumchlorid         Fluka  
Methanol            Fisher Scientific    
Natriumazid           Roth  
Natriumchlorid          Fisher Scientific   
Natriumdihydrogenphosphat      AppliChem  
Natriumdodecylsulfat (SDS)      AppliChem  
Natriumdodecylsulfat deuteriert (SDS-d25)   Euriso-top  
Natriumhydroxid          Riedel-de Haën  
Natriumlauroylsarcosin (NLS)      Fluka  
Natriumphosphat          Fluka 
Niacinamid      AppliChem 
Nickelsulfat           Fluka         
Pefabloc       Roth  
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)      AppliChem  
Polyethylenglycol (PEG)        Fluka 
Pyridoxal      AppliChem 
Salzsäure            Roth 
Stickstoff            Messer Griesheim  
Tetramethyldiamin (TEMED)      Roth  
Thiamin-Hydrochlorid        AppliChem  
Trifluoressigsäure          Roth  
Tris             AppliChem  
Tris-Hydrochlorid          Roth      
Triton X-100           Sigma  
Trypton            Roth  
Tween 20            Roth  





YbCl3       Sigma-Aldrich 
Zinksulfat            AppliChem 
 
7.4 Marker 
7.4.1 DNA Marker 
peqGOLD DNA-Sizer III    PEQLAB 
 
 
Abb. 97 peqGOLD DNA-Sizer III 
Abbildung der Poduktbeschreibung des Herstellers entnommen. 
 
7.4.2 Protein Marker 
PageRuler Protein Ladder    Fermentas 
 
 
Abb. 98 PageRuler Protein Ladder 









7.4.3 Western-Blot Marker 
PageRuler Prestained Protein Ladder Plus  Fermentas 
 
 
Abb. 99 PageRuler Prestained Protein Ladder Plus 
Abbildung der Poduktbeschreibung des Herstellers entnommen. 
 
7.5 Kits für die Molekularbiologie 
E.Z.N.A Plasmid Minprep I    PEQLAB 
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit  Stratagene 
 
7.6 Chromatographiesäulen 
Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie   HisTrap FF 5ml, Amersham Biosciences 
Gelfiltrationschromatographie   HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade,  
   Amersham Bioscience 
 
7.7 Enzyme 
Benzonase      Merk 
DpnI       Fermentas 
Lysozym      Applichem 










Name Induktion Promotor Resistenz Tag Hersteller 




Abb. 100 Expressionsvektor pET-28a(+) 
Abbildung der Poduktbeschreibung des Herstellers entnommen. 
7.9 Bakterienstämme 
E. coli JM109      Promega 
E. coli BL21(DE3)     Novagen 
E. coli C41(DE3)     J.E. Walker, Cambridge, UK 
E. coli XL1-Blue     Stratagene 
 
7.10 Expressionsstämme 
E. coli TG1 pREP4/pQE9-TatAd   Dr. Jörg Müller, Universität Jena 
E. Coli BL21(DE3) pET-28-TatA1-70  Dr. Christian Lange, Universität Karlsruhe 
E. Coli C41(DE3) pET-28-TatA1-27   Dr. Christian Lange, Universität Karlsruhe 
E. Coli BL21(DE3) pET-28-TatA22-70  Dr. Sonja Müller, Universität Karlsruhe 
E. Coli BL21(DE3) pET-28-TatA1-45  Torsten Walther, Universität Karlsruhe 
E. Coli BL21(DE3) pET-28-TatA1-45F21M  Torsten Walther, Universität Karlsruhe 
 
7.11 Antikörper 
Anti-mouse HRP conjugate      Novagen 





7.12 Kulturmedien, Puffer und Stammlösungen 
7.12.1  Puffer und Lösungen für die Molekularbiologie 
LB-Medium:      10 g Trypton 
       10 g NaCl 
       5 g Hefeextrakt 
 mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen,  
pH = 7,5 einstellen, 
       autoklavieren 
 
M9-Salz-Lösung (ohne 14NH4Cl)   13 g KH2PO4 
       10 g K2HPO4 
       9 g Na2HPO4 
       2,4 g Na2SO4 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen, 
       autoklavieren 
 
Spurenelement-Lösung          0,6 g FeSO4·7H2O 
       0,6 g CaCl2·2H2O 
       0,12 g MnCl2·4H2O 
       80 mg CoCl2·6H2O 
70 mg ZnSO4·7H2O 
30 mg CuCl2·2H2O 
2 mg H3BO3  
0,5 g EDTA 
mit bidest. H2O auf 100 ml auffüllen, 
steril filtrieren, bei 4 °C lagern 
                
Vitaminmix         10 mg Biotin  
10 mg Cholinchlorid 
10 mg Folsäure 
10 mg Niacinamid 
10 mg D-Pantothenat  





1 mg Riboflavin 
mit bidest. H2O auf 100 ml auffüllen, 
steril filtrieren, bei 4 °C lagern 
 
MgCl2 (1M)      20,33 g MgCl2·6H2O 
       mit bidest. H2O auf 100 ml auffüllen, 
       steril filtrieren, bei 4 °C lagern 
 
Thiamin (5 mg/ml)     0,5 g Thiamin    
       mit bidest. H2O auf 100 ml auffüllen, 
       steril filtrieren, bei -20 °C lagern 
 
LB-Kan-Platten     500 ml LB-Medium 
       8 g Agar 
       pH = 7,5 einstellen, autoklavieren 
       nach Abkühlung 500 µl Kan50 zugeben   
und in Petrischalen gießen (ca.25 ml) 
 
Kanamycin-Lösung (50 mg/ml; Kan50)  0,5 g Kanamycin 
       mit bidest. H2O auf 10 ml auffüllen 
       steril filtrieren, bei -20 °C lagern 
 
SOC-Medium      20 g Trypton 
       5 g Hefeextrakt  
       0,6 g NaCl 
       0,2 g KCl 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen,  
       pH = 7,0 einstellen, autoklavieren 
       nach Abkühlen zugeben: 
       10 ml MgCl2 (1 M), steril filtriert 
       10 ml MgSO4 (1 M), steril filtriert 
       10 ml Glucose (2 M), steril filtriert 






IPTG-Lösung (200 mM)    0,48 g IPTG 
mit bidest. H2O auf 10 ml auffüllen 
       steril filtrieren, bei -20 °C lagern 
 
Glucose (20%)     20 g Glucose 
       mit bidest. H2O auf 100 ml auffüllen, 
       sterilfiltrieren, bei 4 °C lagern 
 
PMSF-Lösung (100 mM)                    0,17 g PMSF  
               mit DMSO auf 10 ml auffüllen 
       bei -20 °C lagern 
 
Pefabloc-Lösung (20 mM)    48 mg Pefabloc   
               mit bidest. H2O auf 10 ml auffüllen  
       bei -20 °C lagern 
 
Benzamidin-Lösung (478,8 mM)   0,75 g Benzamidin-Hydrochlorid  
               mit bidest. H2O auf 10 ml auffüllen 
       bei -20 °C lagern 
 
Glycerinlösung (10%)     100 ml Glycerin auf 900 ml bidest. H2O 
 
TSS-Lösung   1,23 g MgSO4·7H2O  
10 g PEG 
       5 ml DMSO 
      mit LB-Medium (pH = 6,5) auf 100 ml  
auffüllen, 













7.12.2  Puffer und Lösungen für die Agarose-Gelelektrophorese 
TAE-Puffer, 50x     242 g Tris-HCl 
       57,1 ml Essigsäure 
       100 ml EDTA-Lösung (0,5 M) 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen,  
pH = 7,0 einstellen 
 
Ethidiumbromid Lösung    10 mg Ethidiumbromid 
       mit bidest. H2O auf 10 ml auffüllen 
 
7.12.3  Puffer und Lösungen für die SDS-PAGE 
Anodenpuffer      24,22 g Tris 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen 
       pH = 8,9 einstellen 
 
Kathodenpuffer     12,11 g Tris 
       17,92 g Tricin 
       1 g SDS 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen 
 
4x Tris-HCl-Lösung     6,05 g Tris 
       mit bidest. H2O auf 100 ml auffüllen 
       pH = 6,8 einstellen (mit HCl), 
       filtrieren (0,45 µm Membran) 
       0,4 g SDS zugeben 
 
Tris-Cl-Lösung     36,4 g Tris 
       mit bidest. H2O auf 100 ml auffüllen 
       pH = 8,45 einstellen (mit HCl), 
       filtrieren (0,45 µm Membran) 







2x SDS-PAGE Probenpuffer    1,75 ml 1 M Tris (pH = 6,8) 
       1,5 ml Glycerin 
       0,5 g SDS 
       0,24 g DTT 
       1 Spatelspitze Bromphenolblau 
       mit bidest. H2O auf 10 ml auffüllen 
       bei  4 °C lagern 
 
Färbe-Lösung      1 g Coomassie G-250 
       50 ml Essigsäure 
       450 ml Ethanol 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen 
 
Fixier-Lösung      500 ml Ethanol 
       100 ml Essigsäure 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen 
 
Entfärber-Lösung     250 ml Ethanol 
       50 ml Essigsäure 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen 
 
APS-Lösung (100 mg/ml)    1 g Ammoniumpersulfat   
mit bidest. H2O auf 10 ml auffüllen 
bei  -20 °C lagern 
 
5% Glutaraldehyd     10 ml Glutaraldehyd (ca. 50%) 
       mit bidest. H2O auf 100 ml auffüllen 
 
7.12.4  Puffer und Lösungen für den Western-Blot 
Anodenpuffer I     36,34 g Tris 
       200 ml Methanol 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen 






Anodenpuffer II     3,03 g Tris 
       200 ml Methanol 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen 
       pH = 10,4 einstellen 
 
Kathodenpuffer     5,24 g Aminocaproat 
       0,1 g SDS 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen 
       pH = 7,6 einstellen 
 
PBS-Puffer      0,54 g KH2PO4 
       2,85 g Na2HPO4 
       6,72 g NaCl 
       mit dest. H2O auf 1 l auffüllen 
 
PBS-blocking Puffer     3 g BSA 
       500 µl Tween 20 
       mit PBS-Puffer auf 100 ml auffüllen 
       bei 4 °C lagern 
 
PBS-Tween-Puffer     100 µl Tween 20 
       mit PBS-Puffer auf 100 ml auffüllen 
 
Chlornaphtol-Lösung     0,3 g  4-Chlor-1-Naphtol 
       mit Methanol auf 10 ml auffüllen 
       bei -20 °C lagern  
 
7.12.5  Puffer und Lösungen für die Ni2+-NTA-
Affinitätschromatographie 
Nickelsulfat-Lösung (100 mM)   15,5 g NiSO4  







Stripping-Puffer     2,84 g Na2HPO4 
29,22 g NaCl  
14,61 g EDTA  
mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen,  
pH = 7,4 einstellen, 
filtrieren und entgasen 
 
Binding-Puffer     2,84 g Na2HPO4 
       29,22 g NaCl 
       1,36 g Imidazol 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen, 
       pH = 7,4 einstellen,  
       filtrieren und entgasen 
 
Elution-Puffer      2,84 g Na2HPO4 
       29,22 g NaCl 
       34,04 g Imidazol 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen, 
       pH = 7,4 einstellen, 
       filtrieren und entgasen 
 
7.12.6  Puffer für Gelfiltration 
Laufpuffer      1,42 g Na2HPO4 
       8,77 g NaCl 
       mit bidest. H2O auf 1 l auffüllen, 
       pH = 7,0 einstellen,  
filtrieren und entgasen 
7.13 Software 
Topspin      Bruker Biospin 
XWINNMR      Bruker Biospin 
Sparky       www.cgl.ucsf.edu/home/sparky [211] 
NMRpipe      www.nmrscience.com/nmrpipe.html [212] 





UNICORN      GE Life Sciences 
Spectra Manager     Jasco 
PeptideMass       http://expasy.org/tools/peptide-mass.html  
ProtParam      www.expasy.org/tools/protparam.html  
ClustalW      www.ebi.ac.uk/clustalw [40] 








8.1 Mikrobiologische Arbeitsmethoden 
8.1.1 Steriltechnik 
Alle Arbeiten, die sterile Bedingungen erfordern, werden unter der Reinraumbank 
durchgeführt. Die verwendeten Glasgeräte werden zuvor mit einer Alufolie abgedeckt und im 
Trockenschrank bei 200 °C für 3 Stunden sterilisiert. Die übrigen Verbrauchsmaterialien wie 
z. B. Pipettenspitzen, aber auch Lösungen werden im Autoklaven bei einer Temperatur von 
121 °C und einem Wasserdampfüberdruck von 1 bar für 20 min sterilisiert. Hitzeempfindliche 
Lösungen werden mit einem Sterilfilter mit einer Porengröße von  0,22 µm filtriert. Vor der 
Entnahme von Lösungen werden die Öffnungen der Behältnisse abgeflammt. 
 
8.1.2 Ansetzen einer Übernachtkultur 
In einen 100 ml Erlenmeyerkolben werden 20 ml LB-Medium, 200µl Glucose-Lösung (20%) 
und das entsprechende Antibiotikum in der jeweiligen Konzentration gegeben. Zum 
Animpfen wird mit einer ausgeglühten Drahtöse von einer Agarplatte eine Bakterienkolonie 
entnommen und in den Erlenmeyerkolben überführt. Die Übernachtkultur wird im Schüttler 
bei 37 °C und einer Schüttelgeschwindigkeit von 200 rpm über Nacht inkubiert. 
 
8.1.3 Ansetzen einer Glycerinkultur 
Aus einer Übernachtkultur werden 500 µl Zellkultur in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß gegeben 
und mit 500 µl 50%iger Glycerinlösung vermischt. Die Glycerinkultur wird bei -80 °C 
gelagert. 
 
8.1.4 Herstellung von Agar-Platten 
Es werden 500 ml LB-Medium mit 8 g Agar versetzt und ein pH-Wert von 7,5 eingestellt. 
Nun wird die Lösung autoklaviert und nach dem Abkühlen auf 40 °C bis 50 °C wird das 
entsprechende Antibiotikum zugegeben. Anschließend wird die Lösung gleichmäßig unter der 
Reinraumbank in Petrischalen ausgegossen. 
 
8.1.5 Ausstrich aus einer Glycerinkultur 
Mit einer ausgeglühten Drahtöse wird etwas Zellkultur aus dem Glycerinstock entnommen 





beim Ausstrich verdünnt wird. Die Agar-Platten werden über Nacht im Brutschrank bei 37 °C 
inkubiert. 
 
8.2 Genetische Arbeitsmethoden 
8.2.1 Plasmid-DNA Isolierung 
Die Plasmidisolierung wird mit dem E.Z.N.A Plasmid Miniprep I Kit der Firma PEQLAB 
durchgeführt. Zu Beginn werden 4 ml der Übernachtkultur entnommen und in zwei 
Eppendorfgefäße aufgeteilt. Die Zellen werden bei 5000 x g für eine Minute abzentrifugiert. 
Der Überstand wird abgenommen und verworfen. Die Bakterienpellets werden  in 250 µl 
RNase-haltiger Lösung I resuspendiert und vereinigt. Nun werden 250 µl Lösung II 
zugegeben und durch sechsmaliges Invertieren des Gefäßes vermischt, wodurch die Zellen 
aufgeschlossen werden. Nach einer zweiminütigen Inkubationszeit sollte sich ein klares Lysat 
gebildet haben. Dieses Lysat wird durch Zugabe von 350 µl Lösung III neutralisiert. Nach 
mehrmaligem Invertieren bildet sich ein weißes, flockiges Präzipitat, welches bei 10.000 x g 
für 10 Minuten abzentrifugiert wird. Es wird eine HiBind-Miniprep-Zentrifugensäule in ein 
2 ml Sammel-Gefäß gestellt. Der klare Überstand wird auf die Säule aufgetragen und für 1 
Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. Hierbei bindet die Plasmid-DNA auf der Säule und der 
Säulendurchfluss wird verworfen. Nun wird mit 500 µl HB-Puffer gewaschen um 
Proteinkontaminationen zu entfernen. Dieser Waschpuffer wird ebenfalls durch einminütige 
Zentrifugation bei 10.000 x g entfernt. Jetzt wird noch zweimal mit jeweils 750 µl DNA-
Waschpuffer gewaschen und anschließend wird die Säule durch nochmaliges Zentrifugieren 
getrocknet. Zur Elution wird die Säule in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß gestellt und mit 100 µl 
bidest. H2O überschichtet. Es wird nochmals für eine Minute bei 10.000 x g zentrifugiert, 
wobei die Plasmid-DNA von der Säule gewaschen wird. 
 
8.2.2 Ethanolfällung der Plasmid-DNA 
50 µl der isolierten Plasmid-DNA werden in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Nun 
werden 125 µl 100%iges, eiskaltes Ethanol und 5 µl Natriumacetat (3 M, pH = 4,8) 
hinzugefügt. Das Gemisch wird für mindestens 30 min bei -80 °C inkubiert. Nun wird die 
ausgefallene Plasmid-DNA für 20 min bei 18.000 x g in einer vorgekühlten Zentrifuge 
abzentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Pellet mit 125 µl eiskaltem, 70%igem 









Die Sequenzierung wird von der Firma MWG-Biotech durchgeführt. Hierzu wird die aus der 
Ethanolfällung erhaltene Plasmid-DNA an die Firma MWG-Biotech geschickt. 
 
8.2.4 Primer Design 
Nach dem Protokoll des Stratagene Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kits sollen die 
Primer eine Länge zwischen 25 und 45 Nukleotide haben und die Schmelztemperatur Tm 
sollte  78 °C sein. Die gewünschte Mutation sollte in der Mitte der Sequenz liegen. 
Außerdem wird ein Guanin/Cytosin-Gehalt von mindestens 40% empfohlen und die Sequenz 
sollte mit einem oder mehreren Guaninen bzw. Cytosinen enden, damit es bedingt durch die 
stärkere Guanin-Cytosin Bindung (3 Wasserstoffbrücken im Vergleich zu 2 
Wasserstoffbrücken bei Adenin-Thymin) zu einer besseren Anhaftung des Primers an den 
DNA-Strang kommt. 
Die Schmelztemperatur Tm der Primer kann laut dem Protokoll des Mutagenese-Kits nach 
folgender Formel berechnet werden: 
 
 
N = Anzahl der Nukleotide; %GC = GC-Gehalt in Prozent; % mismatch = ausgetauschte AS in Prozent 
 
Die Primer wurden anschließend von der Firma MWG-Biotech synthetisiert. 
 
8.2.5 Mutagenese 
Die Mutagenese wird nach der Vorschrift des QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kits 
der Firma Stratagene durchgeführt. Zu Beginn werden geeignete Primer mit der gewünschten 
Mutation bei der Firma MWG Biotech bestellt. Anschließend wird mit den Primern eine PCR 
durchgeführt, wobei die gewünschte Mutation in das Plasmid eingebaut wird. Das 
Endvolumen des PCR-Ansatzes soll 50 µl betragen. Die Menge der Primer beträgt jeweils ca. 
125 ng und die Menge an Plasmid kann zwischen 5-50 ng variiert werden. Außerdem werden 
noch 1 µl eines 10 mM dNTP-Mixes und 5 µl eines 10x Reaktionspuffers hinzugegeben. Die 





gestartet. Nach der PCR wird der Reaktionsansatz mit dem Enzym Dpn  für eine Stunde bei 
37 °C verdaut, wobei die Endonuklease das methylierte Elternplasmid verdaut und somit nur 
das mutierte Plasmid zurückbleibt. Nach Transformation in E.coli XL1-Blue supercompetent 
cells wird das mutierte Plasmid durch die Zellen zu einem Ring geschlossen und man hat das 
Plasmid mit der gewünschten Mutation vorliegen. 
 
8.2.6 Durchführung einer PCR 
Zur Durchführung einer PCR werden auf Eis die Template DNA, die Primer, der dNTP Mix, 
der Reaktionspuffer und die Polymerase zusammenpipettiert. Mit sterilem H2O wird auf ein 
Endvolumen von 50 µl aufgefüllt. Das Gemisch wird kurz mit der Pipettenspitze vermischt 
und anschließend in den Thermocycler überführt. Es wird das folgende Temperaturprogramm 
für die Durchführung der PCR verwendet (siehe Abb. 101). 
 
Vorgang Wiederholung 
Denaturierung der Template-DNA für 30 s bei 95°C 1x 
Denaturierung für 30 s bei 95°C 
Annealing für 1 min bei 55°C 
Elongation für 12 min bei 68°C 
 
16x 
Lagerung des PCR Produktes bei 6°C 1x 
 
Abb. 101 Temperaturprogramm für die Durchführung einer PCR 
 
8.2.7 Reinigung des PCR-Produktes 
Bevor die PCR-Produkte mit Restriktionsenzymen verdaut werden können, müssen diese 
aufgereinigt werden. Hierzu wird das QIAquick PCR Purification Kit der Firma QIAGEN 
verwendet. Es werden zu 50 µl PCR Ansatz 250 µl Puffer PB gegeben. Die Zentrifugensäule 
wird in ein Sammeltube gestellt und die Lösung überführt. Nun wird für eine Minute bei 
17.900 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Jetzt werden 750 µl Puffer PE zum 
Waschen zugesetzt und wieder für eine Minute bei 17.900 x g zentrifugiert. Der Durchfluss 
wird verworfen und zum Trocknen wird nochmals bei 17.900 x g für eine Minute 
zentrifugiert. Die Säule wird in ein sauberes 1,5 ml Eppendorfgefäß gestellt und die DNA 
wird mit 50 µl Puffer EB eluiert, wobei nochmals für eine Minute bei 17.900 x g zentrifugiert 






8.2.8 Verdau der DNA mit Restriktionsenzymen 
Bevor das DNA-Fragment in den Expressionsvektor einligiert werden kann, müssen beide  
komplementäre Enden besitzen. Hierzu werden sie mit den entsprechenden 
Restriktionsenzymen verdaut. Bei einem Doppelverdau mit unterschiedlichen 
Restriktionsenzymen ist darauf zu achten, dass ein Reaktionspuffer gewählt wird, bei dem 
beide Enzyme zu mindestens 70% aktiv sind. In den hier beschriebenen Experimenten wurde 
ein 60-facher Überschuss des Enzyms gewählt. Die Mengen der DNA-Fragmente und der 
Plasmide wurde mittels UV-Quantifizierung oder durch Abschätzung der Helligkeit der 
Banden auf dem Agarose-Gel im Vergleich zum Marker bestimmt. 
Der Verdau wird in einem Heizblock bei 37°C für 2 Stunden durchgeführt. Die Inaktivierung 
der Enzyme erfolgt durch 20 minütiges Erhitzen auf 80°C.  
 
8.2.9 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung der DNA-Fragmente wird auf einem 
1%igem Agarose Gel durchgeführt. Hierzu werden 0,7 g Agarose mit 70 ml 1x TAE-Puffer  
vermischt und in der Mikrowelle bis zum vollständigen Auflösen erhitzt. Nach dem Abkühlen 
auf 40 °C bis 50 °C werden 2,5 µl Ethidiumbromid Stammlösung in die Lösung pipettiert und 
das Gel in einer Gießschale mit einem Probenkamm aushärten gelassen. Nach dem Aushärten 
wird das Gel in die Elektrophoresekammer überführt und mit 1x TAE-Puffer überschichtet. 
Die Proben werden im Verhältnis 1 zu 5 mit 6x Loading Dye versetzt. Nun wird der 
Probenkamm entfernt und die Proben werden in die entstandenen Taschen pipettiert. 
Zusätzlich wird zur Größen- und Mengenbestimmung ein Marker aufgetragen. Die 
Elektrophorese wird bei einer Spannung von 140 V für 1,5 Stunden durchgeführt. Die 
Detektion der Banden erfolgt über die Fluoreszenz des Ethidiumbromids welches mit der 
DNA interkaliert. 
 
8.2.10  Isolierung  von DNA-Fragmenten aus dem Agarose-Gel 
Die verdauten Plasmide werden auf ein Agarose-Gel aufgetragen um das ausgeschnittene 
DNA-Fragment vom geschnittenen Plasmid abzutrennen. Hierzu wird die entsprechende 
Bande unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und anschließend mit dem 
QIAquick Gel Extraction Kit nach den Vorgaben des Herstellers gereinigt. Die 
ausgeschnittene Bande wird in Eppendorfgefäß überführt, dessen Leergewicht bekannt ist. 





Gelgewicht werden 300 µl Puffer QG zugefügt. Anschließend wird das Gemisch für 10 min 
auf 50°C erhitzt, so dass sich das Gel auflöst. Die Farbe der Lösung sollte nun gelb sein. Falls 
dies nicht der Fall sein sollte, wird der pH-Wert mit 10 µl Natriumacetat (3M, pH = 5) 
erniedrigt. Nun werden pro 100 mg Gel 100 µl Isopropanol zugegeben. Eine QIAquick Säule 
wird in ein Sammeltube gestellt und die Lösung überführt. Es wird für eine Minute 
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Zum Enfernen von Agaroseresten wird mit 500 µl 
Puffer QG gewaschen und eine Minute zentrifugiert. Nun wird noch mit 750 µl Puffer PE 
gewaschen und anschließend wird die Säule durch einminütige Zentrifugation bei 17.900 x g 
getrocknet. Die Säule wird in ein sauberes 1,5 ml Eppendorfgefäß gestellt und die Elution 
erfolgt mit 50 µl bzw. 30 µl Puffer EB. 
 
8.2.11  Ligation 
Die Ligation erfolgt mit einer T4-DNA-Ligase. Die Mengen der DNA-Fragmente und der 
Plasmide wird durch UV-Quantifizierung bestimmt. Es sollte ungefähr ein 3-4 facher molarer 
Konzentrationsüberschuss vom DNA-Fragment zu Plasmid vorliegen. Außerdem sollte die 
Menge an DNA-Ligase 1-2 U für sticky ends betragen. Nach einer Inkubationszeit von einer 
Stunde bei 22°C wird die Ligase durch 10 minütiges Erhitzen auf 65°C deaktiviert. 
 
8.2.12  Darstellung hitzekompetenter Zellen 
Es wird eine Übernachtkultur der entsprechenden Zellen angesetzt. Am nächsten Tag wird die 
Zellsuspension 1:100 mit frischem LB-Medium verdünnt (200 µl auf 20 ml)  und für weitere 
1-2 Stunden inkubiert bis die Lösung eine optische Dichte (OD600) von 0,2 bis 0,3 a.u. 
erreicht hat. Jetzt werden alle Schritte auf Eis durchgeführt. Die Zellen werden bei 1000 x g 
für 20 min abzentrifugiert und der Überstand wird verworfen. Das Zellpellet wird in 1 ml 
eiskalter TSS-Lösung resuspendiert und zu je 100 µl in Eppendorfgefäße aliquotiert, welche 
sofort in N2(l) schockgefroren werden. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C. 
 
8.2.13  Hitzetransformation 
5 µl (bzw. 1µl bei E. coli XL1-Blue supercompetent cells) des Plasmids werden unter der 
Reinraumbank zu jeweils 100µl hitzekompetente Zellen (bzw. 50µl bei E. coli XL1-Blue 
supercompetent cells) gegeben. Nach einer 30 minütigen Inkubationszeit auf Eis folgt ein 
Hitzeschock bei 42 °C für 90 s (bzw. 45 s bei E. coli XL1-Blue supercompetent cells). Die 





zugegeben. Nach einer Stunde Schütteln bei 37 °C werden jeweils 500µl der Lösung auf 
Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die Agar-Platten werden 
schließlich bei 37 °C im Brutschrank über Nacht inkubiert.  
 
8.2.14  Darstellung elektrokompetenter Zellen 
500 ml LB-Medium werden mit 5 ml einer Übernachtkultur beimpft und im Schüttler bei 
37 °C inkubiert bis eine Optische Dichte (OD600) von 0,35 a.u. erreicht ist. Zunächst werden 
die Zellen 10 min auf Eis gestellt und auch alle folgenden Schritte werden möglichst auf Eis 
durchgeführt. Nach Überführung in sterile Zentrifugenröhrchen werden die Zellen für 10 min 
bei 5.000 x g abzentrifugiert und das entstandene Zellpellet wird in 250 ml eisgekühltem 
10%igem Glycerin resuspendiert. Die letzten beiden Schritte werden nun wiederholt, wobei 
das Pellet jeweils in 100 ml, 50 ml, 10 ml und 1 ml eisgekühltem 10%igem Glycerin 
resuspendiert wird. Abschließend wird die Lösung zu je 100 µl in Eppendorfgefäße 
aliquotiert, welche sofort in N2(l) schockgefroren werden. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C. 
 
8.2.15  Elektrotransformation 
Alle Schritte werden auf Eis und unter der Reinraumbank durchgeführt. 4 µl der Plasmid-
DNA werden in eine Elektrotransformationsküvette gegeben und anschließend mit 70 µl 
elektrokompetenten Zellen überschichtet. Nach einer 2 minütigen Inkubationszeit wird die 
Küvette in ein Elektrotransformationsgerät gestellt und eine Spannung von 1,25 V angelegt. 
Nun wird 1 ml vorgewärmtes SOC-Medium in die Küvette gegeben und die gesamte Lösung 
in ein steriles Eppendorfgefäß überführt. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C im Schüttler 
wird die gesamte Lösung auf Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert 
und bei 37 °C über Nacht im Brutschrank inkubiert. 
 
8.3 Proteinchemische Methoden 
8.3.1 Testexpression 
Bevor die auf den Plasmiden kodierten Proteine im großen Maßstab exprimiert werden, wird 
eine Testexpression angesetzt. Hierfür werden 20 ml Kulturmedium mit dem entsprechenden 
Antibiotikum in einem 100 ml Kolben mit 200 µl einer Übernachtkultur angeimpft. Die 
Bakterien werden im Schüttler bei 37 °C so lange inkubiert, bis sie eine optische Dichte 
(OD600) von ca. 0,5-1,0 a.u. erreicht haben. Der verwendete Expressionsvektor besitzt ein lac-





kann die Expression gestartet werden. Nun wird stündlich eine 100 µl Probe entnommen. Zur 
Messung der optischen Dichte werden diese 1:10 mit Kulturmedium verdünnt um 
Sättigungseffekte aufgrund zu hoher Konzentration zu vermeiden. Nach der Messung werden 
die Proben abzentrifugiert und die Zellpellets dienen später zur Überprüfung der 
Testexpression mittels SDS-Gelelektrophorese. 
 
8.3.2 Expression 
Zur Expression der Proteine im größeren Maßstab wird eine Übernachtkultur des 
entsprechenden Expressionsstammes angesetzt. Am nächsten Tag werden vier 2 l Kolben mit 
jeweils 500 ml Kulturmedium und dem entsprechenden Antibiotikum mit jeweils 5 ml 
Übernachtkultur angeimpft. Die Bakterien werden im Schüttler bei 37 °C so lange inkubiert, 
bis sie eine optische Dichte (OD600) von ca. 0,5-1,0 a.u. erreicht haben. Durch Zugabe von 
jeweils 1,25 ml IPTG (200mM) kann die Expression gestartet werden. Zur Überprüfung des 
Zellwachstums werden stündlich Proben entnommen, deren optische Dichte (OD600) 1:10 
verdünnt gemessen wird. Anschließend werden die Zellen dieser Proben für eine Überprüfung 
der Expression mittels SDS-Gelelektrophorese abzentrifugiert und bei -20 °C gelagert. 
Während die Proteinexpression von unmarkiertem Probenmaterial in LB-Medium mit 0,2 % 
Glucose als Kulturmedium durchgeführt wird, wird für die uniforme 15N-Markierung von 
Proteinen folgendes definiertes Minimalmedium verwendet (siehe Abb. 102) [213], welches 
15NH4Cl als einzige Stickstoffquelle besitzt. 
 
Komponente Menge 
M9-Medium 930 ml 
Vitamin-Mix 10 ml 
Spurenelement-Mix 10 ml 
MgCl2 (1M) 10 ml 
Thiamin (5 mg/ml) 6 ml 
Glucose (20 %) 25 ml 
Kan50 1 ml 
15NH4Cl 
1 g 
(aufgelöst in 8 ml H2O und sterilfiltriert) 
 
Abb. 102 Minimalmedium für die Expression Isotopen-markierter Proteine 





Für die Expression von uniform 15N- und 13C-markierter Proteine wird ebenfalls dieses 
Minimalmedium verwendet, wobei in diesem Fall die 20%ige Glucose Lösung durch 
13C-Glucose in einer Konzentration von 2g/l ersetzt wird. 
Zur selektiven Markierung einzelner Aminosäuren wird dieses Minimalmedium mit 14NH4Cl 
verwendet und 30 min vor der Induktion wird ein frisch autoklavierter, auf 37 °C abgekühlter 
Aminosäuremix zugegeben, welcher neben der betreffenden 15N-markierten Aminosäure auch 
alle weiteren Aminosäuren in unmarkierter Form enthält (siehe Abb. 103). Die Zellen 
verwenden nun bevorzugt die im Medium vorliegenden Aminosäuren für die 
Proteinbiosynthese. Zur Vermeidung von scrambling, womit man die biosynthetische 
Umwandlung der markierten Aminosäure in andere bezeichnet, wird die Expressionsdauer 




100 mg/l 500 mg/l 300 mg/l 200 mg/l 
Ala 15N-Ala Asp, Glu Leu, Ile, Val 
restliche 
Aminosäuren 
Leu 15N-Leu Asp, Glu Ala, Ile, Val 
restliche 
Aminosäuren 
Ile 15N-Ile Asp, Glu 




Val 15N-Val Asp, Glu Ala, Leu, Ile 
restliche 
Aminosäuren 
Phe 15N-Phe Asp, Glu 
Ala, Leu, Ile, 





Abb. 103 Aminosäuremix für selektive 15N-Markierung von Proteinen 
 
8.3.3 Zellaufschluss mit der French-Press 
Beim Zellaufschluss mit Hilfe der French-Press werden die Zellen einem hohen Druck von 
ca. 15.000 psi (1034 bar) ausgesetzt und anschließend wird der Druck durch Öffnen einer 
Ventilschraube schlagartig erniedrigt. Durch die plötzliche Druckentspannung zerplatzen die 
Zellen. Die abzentrifugierten Zellen nach der Expression werden in 10 bis 30 ml HisTrap 
Binding-Puffer resuspendiert. Nun werden pro 10 ml Aufschlussvolumen 100 µl Pefabloc 





und 5 µl Benzonase zum Schneiden der DNA hinzugefügt. Die Lösung wird in einen 
Metallzylinder überführt und der Druck mit einer hydraulischen Presse auf 15.000 psi erhöht. 
Durch Öffnen der Ventilschraube wird der Druck erniedrigt und die Zellsuspension wird aus 
dem Zylinder herausgedrückt. Zur vollständigen Lyse wird der Vorgang drei- bis viermal 
wiederholt. 
 
8.3.4 Zellaufschluss mittels Ultraschall 
Alternativ zum Aufschluss mit der French-Press kann die mit Proteaseinhibitoren versetzte 
Zellsuspension in HisTrap Binding-Puffer auch mittels Ultraschall aufgeschlossen werden. 
Hierzu werden der Lösung noch zusätzlich Lysozym (50 µg/ml) zur Verbesserung des 
Aufschlusses zugesetzt. Die Lösung wird unter intensiver Eiskühlung in Intervallen von 
jeweils drei Minuten mit einem Ultraschallfinger bei 65 % Leistung sonifiziert. Zwischen den 
Intervallen ist eine ausreichend lange Pause einzulegen, um eine zu starke Erwärmung der 
Lösung zu vermeiden. Durch die Ultraschallbehandlung zerplatzen die Zellen, wodurch sich 
die Suspension aufhellt. Der Vorgang wird solange wiederholt bis eine deutliche Aufhellung 
zu erkennen ist. 
 
8.3.5 Lokalisation des Proteins 
Nach dem Zellaufschluss werden die Zelltrümmer und eventuell gebildete inclusion bodies 
für 15 min bei 3.000 x g abzentrifugiert. Das Pellet wird abgetrennt und in HisTrap 
Binding-Puffer mit 2 % NLS solubilisiert. Der Überstand wird zum Abtrennen der 
Membranen für eine Stunde bei 150.000 x g in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das 
Membranpellet wird ebenfalls abgetrennt und in HisTrap Binding Puffer mit 2 % NLS 
solubilisiert. Der Überstand nach der Ultrazentrifugation enthält alle löslichen Proteine 
(Zellplasma-Fraktion). Aus der Zellplasma-Fraktion, der Zelltrümmer-Fraktion und der 
Membran-Fraktion werden Proben für eine SDS-PAGE entnommen um das exprimierte 
Protein lokalisieren zu können. 
 
8.3.6 Aufkonzentration von Proteinlösungen 
Die Aufkonzentration von Proteinlösungen erfolgt mit der Rührzelle Omega Cell der Firma 
Pall. Hierzu wird die Proteinlösung (bis 150 ml) in eine Rührzelle mit passendem MWCO 
(Molecular Weight Cut Off) überführt. Nun wird die Druckkappe mit dem Rührer auf die 





Druck von ca. 3 bar eingestellt und der Magnetrührer eingeschaltet. Durch den Druck wird die 
Lösung durch die Membran gepresst, wohingegen die Proteine aufgrund ihrer Größe die 
Membran nicht passieren können. Das ständige Rühren verhindert ein Verstopfen der 
Membran, da die Proteine hierdurch immer wieder aufgewirbelt werden. Der Durchfluss wird 
in einem Becherglas aufgefangen. Sobald das gewünschte Volumen erreicht ist, wird der 
Druck abgelassen und die Lösung noch 5 Minuten weiter gerührt. Anschliessend kann die 
Lösung aus der Rührzelle herauspipettiert werden. 
Die Rührzelle wird gereinigt, indem man eine 0,5 M NaOH-Lösung für ca. 30 Minuten rührt. 




Vor der Bromcyan-Spaltung und am Ende der Aufreinigung muss das Protein zur Entfernung 
des Detergenzes und der Puffersubstanzen dialysiert werden. Die Proteinlösung wird hierzu in 
einen Spectra/Por 6 Dialyseschlauch mit passenden MWCO überführt und für bis zu zwei 
Wochen gegen 5 l H2O unter mehrmaligem Wasserwechsel dialysiert. Dabei fallen die 
Proteine TatA2-70 und TatA2-45 als weißer Feststoff aus und können nach der Dialyse 
abzentrifugiert werden.  
 
8.3.8 Bromcyanspaltung 
Zur Entfernung des His-Tag, welcher die Aufreinigung des Proteins mittels 
Affinitätschromatographie erleichtert, wird eine Bromcyanspaltung durchgeführt. Bromcyan 
spaltet C-terminal von Methionin, wodurch das erste Methionin zusammen mit dem His-Tag 
abgetrennt wird. Das Protein wird in ca. 2 ml H2O und 2 ml TFA aufgelöst. Nun werden im 
Abzug drei Mikrospatelspitzen Bromcyan zugegeben (Vorsicht: sehr giftig). Die Lösung wird 
über Nacht im abgedunkelten Abzug gerührt und am nächsten Morgen werden 20 ml H2O 
zugegeben. Anschließend wird die Lösung bei -80 °C eingefroren und lyophilisiert.  
 
8.4 Chromatographische Methoden 
8.4.1  Nickel-Affinitätschromatographie 
Die in dieser Arbeit dargestellten Proteine werden als Fusionsprotein mit einem N-terminalen 
Hexahistidin-Tag (His-Tag) exprimiert. Hierdurch wird eine Reinigung über eine Nickel-





immobilisierten Ni2+-Ionen binden kann. Das aufzureinigende Protein kann so selektiv an die 
Säule gebunden werden und später durch Erhöhung der Imidazol-Konzentration wieder 
eluiert werden. 
Die Aufreinigung erfolgt über eine HisTrap FF Affinitätschromatographiesäule nach den 
Angaben des Herstellers an einem ÄKTApurifier Chromatographiesystem. Alle verwendeten 
Lösungen werden filtriert und die Flussrate beträgt 5 ml/min. Vor jeder Aufreinigung eines 
neuen Proteins wird die Säule durch Spülen mit 5-10 Säulenvolumen Stripping-Puffer 
„gestrippt“, wobei die Nickel-Ionen durch das EDTA komplexiert und von der Säule gespült 
werden. Dann wird die Säule mit 5-10 Säulenvolumen Binding-Puffer und mit 5-10 
Säulenvolumen bidest. H2O gespült um anschließend mit einer 0,1 M NiSO4-Lösung wieder 
neu beladen zu werden. 
Bevor die Probe aufgetragen werden kann, wird die Säule nochmals mit 5 Säulenvolumen 
bidest. H2O und 10 Säulenvolumen Binding-Puffer gespült. Da in dieser Arbeit Fragmente 
eines Membranproteins aufgereinigt wurden, wurden alle verwendeten Puffer mit 0,1 % NLS 
versetzt, damit das Protein nicht auf der Säule präzipitiert. Die Proteinlösungen der Membran- 
Zelltrümmer- und Zellplasmafraktion werden vor dem Auftragen noch für 30 min bei 
10.000 x g zentrifugiert, um unlösliche Bestandteile abzutrennen. Anschließend wird die 
Probe über eine Probenschleife aufgetragen. Die Detektion erfolgt über ein Photometer bei 
280 nm und außerdem kann die Leitfähigkeit detektiert werden. Der Fraktionssammler 
sammelt beim Probenauftragen und Nachspülen 50 ml in einer Fraktion und bei der Elution 
wird die Fraktionsgröße auf 10 ml verringert. Nach dem Auftragen der Probe wird solange 
mit Binding-Puffer gespült bis die Absorption wieder bei der Nulllinie angelangt ist. Hierbei 
werden alle Proteine, die nicht an die Säule binden, heruntergespült. Eine 20 mM 
Konzentration von Imidazol im Binding-Puffer verhindert die unspezifische Bindung von 
anderen Proteinen. Zur Elution der gebundenen Proteine wird anschließend mit Elutions-
Puffer gespült, welcher eine hohe Imidazolkonzentration enthält und somit das Protein von 
der Säule verdrängt. 
Neben dieser Aufreinigung des Rohextraktes wird nach der Bromcyan-Spaltung auch noch 
eine subtraktive Ni2+-Affinitätschromatographie durchgeführt, wobei das ungespaltene 
Protein an die Säule bindet und sich das gespaltene Protein ohne His-Tag im Durchfluss 
befindet. 







Für den Fall, dass die TatAd-Fragmente nach der Aufreinigung über die 
Ni2+-Affinitätschromatographie noch eine Verunreinigung aufweisen, wird noch eine 
Gelfiltrationschromatographie durchgeführt. Bei der Gelfiltration erfolgt eine Trennung 
aufgrund der Proteingröße. Kleine Moleküle wandern durch die Poren des Gels und eluieren 
somit später als größere, da diese um die Poren herumwandern können. Alle Lösungen 
werden zuvor filtriert und anschließend entgast. Da die TatAd-Fragmente in einer 
NLS-Mizelle vorliegen wird eine Säule mit entsprechendem großem Trennbereich gewählt. 
Die HiLoad 26/60 Superdex 200 pg Säule (320 ml Säulenvolumen, Trennbereich 10-600 
kDa) wird zu Beginn mit ca. 600 ml Gelsäulenlaufpuffer (mit  0,2 % NLS) über Nacht mit 
einer Flussrate von 0,6 ml/min äquilibriert. Die Probe wird auf 10 ml eingeengt, filtriert und 
mit Hilfe einer Probenschleife auf die Säule aufgetragen. Die Trennung erfolgt bei einem 
isokratischen Fluß von 2 ml/min, wobei die Absorption bei 280 nm gemessen wird und die 
Fraktionen auf Zeitbasis gesammelt werden. Die Fraktionen werden mittels SDS-PAGE auf 
Quantität und Reinheit des Proteins überprüft. Nach der Proteintrennung wird die Säule mit 




Zur Mengenbestimmung von Plasmiden wird die UV-Absorption bei 260 nm gemessen, 
weshalb für UV-Licht durchlässige Küvetten verwendet werden müssen. Enthält eine Probe 
50 µg/ml doppelsträngige DNA so ergibt sich bei einer Schichtdicke der Küvette von 1 cm 
eine Absorption bei 260 nm von 1,0. Die Plasmidkonzentration ergibt sich demnach aus 
folgender Formel: 
Konzentration [µg/ml] = Verdünnungsfaktor x 50 x A260 
 
Es wird das Programm DNA/RNA im Photometer gewählt und ein Nullabgleich mit der 
Pufferlösung durchgeführt. Anschließend wird die Absorption der Probe bei 260 nm und 
280 nm gemessen. Die Messung der Absorption bei 280 nm dient zur Abschätzung der 
Reinheit der DNA, da beispielsweise Proteine ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm besitzen. 






8.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Überprüfung der Proben auf Proteingehalt und Reinheit wird eine SDS-PAGE 
vorgenommen. Die Elektrophorese wird in einer Mini-Protean Tetra Cell Kammer der Firma 
Bio-Rad durchgeführt. Zur Trennung wird ein 16 %iges Tris-Tricin-Gel verwendet: 
 
Trenngel (2 Gele) Sammelgel (2 Gele) 
5,2 ml 30 % Acrylamid 670 µl 30 % Acrylamid 
3,3 ml Tris-Cl-Puffer 1,29 ml 4 x Tris-HCl-Puffer 
1,7 ml 87 % Glycerin - 
400 µl H2O 3,2 ml H2O 
70 µl 10 % APS 35 µl 10 % APS 
3,5 µl TEMED 2 µl TEMED 
 
Abb. 104 Zusammensetzung des Polyacrylamidgels 
 
In einem 50 ml Zentrifugenröhrchen werden alle Komponenten zusammengegeben und durch 
Zugabe von APS wird die Polymerisation gestartet. Das Trenngel wird schnell zwischen die 
Glasplatten pipettiert und mit H2O überschichtet. Nach dem Aushärten wird das H2O 
abgegossen und das Sammelgel darüber gegeben, wobei das APS wieder erst kurz vor dem 
Gießen hinzu gegeben wird. Außerdem wird ein Probenkamm zum Ausbilden der 
Probentaschen eingesetzt. 
Die Proben werden 1:1 mit 2x SDS-Ladepuffer versetzt. Die Menge des 2x SDS-Ladepuffers 




Anschließend werden die Proben für mind. 5 min auf  95 °C erhitzt. Die Probentaschen 
werden mit den Proben beladen und ein Proteinmarker wird zur 
Molekulargewichtsbestimmung aufgetragen. Nun wird das Gel in die Elektrophorese-
Kammer gestellt und der Anoden- und Kathodenpuffer eingefüllt. Die Elektrophorese wird 
bei einer konstanten Stromstärke von ca. 30 mA und einer Anfangsspannung von 100 V 
durchgeführt. Die SDS-Moleküle denaturieren die Proteine und lagern sich an diese an 
wodurch eine gleichmäßige negative Ladung aller Proteine hervorgerufen wird. Die 
Wanderungsstrecke ist demnach proportional zur Größe des Proteins, wobei kleine Moleküle 





blaue Farbstoff (Bromphenolblau) des SDS-Ladepuffers die Unterkante des Gels erreicht hat. 
Nun wird das Sammelgel abgetrennt und verworfen. Das Trenngel wird für 10 min in 
Fixierlösung und anschließend für ca. 60 min in Coomassie-Färbelösung geschüttelt. Nach 
dem Entfärben in Entfärber-Lösung sind die Proteinbanden sichtbar. Das Gel wird zur 
Dokumentation photographiert und gespeichert. 
 
8.5.3 Western-Blot 
Zum Nachweis des His-Tag Fusionsproteins wird ein Western-Blot mit den entsprechenden 
Antikörpern durchgeführt. Bei dem hier beschriebenen Anti-His-Tag Western-Blot werden 
ein Primär- und ein Sekundärantikörper benötigt. Der Primärantikörper bindet an den His-Tag 




Sekundärantikörper: Anti-Mouse IgG HRP 
   
Die Proben werden auf einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Anschließend wird 
das Sammelgel entfernt und verworfen. Die auf dem Trenngel befindlichen Proteine werden 
elektrophoretisch auf einen Nitrocellulosefilter transferiert. Hierzu wird ein Sandwich aus 
Filterpapieren hergestellt, welche zuvor auf die Größe des Gels zurechtgeschnitten werden 
müssen (8 cm x 6 cm): 
 
1. 6 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer I 
2. 3 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer II 
3. Nitrocellulosemembranfilter mit Anodenpuffer II 
4. SDS-Gel mit Kathodenpuffer 
5. 9 Lagen mit Kathodenpuffer 
 
Das Sandwich wird in der Blotting-Apparatur so platziert, dass der Nitrocellulosefilter zur 
Anode hin orientiert ist. Die Filterpapiere werden zusammengedrückt und die Blotting-
Apparatur wird gleichmässig zusammengeschraubt. Es wird 50 min mit einer Stromstärke von 
2 mA/cm2 geblottet. Anschließend wird das Gel in Coomassie-Lösung angefärbt, um zu 
Überprüfen, ob der Blot erfolgreich war. Die Membran wird in 20 ml PBS-blocking Puffer für 
1 Stunde geschüttelt, wobei die freien freien Koordinationsstellen besetzt werden. Nun wird 





auf die Membran gegeben und für 1 Stunde geschüttelt. Jetzt wird wieder dreimal 5 min mit 
20 ml PBS-Tween Puffer gewaschen und dann wird der Sekundärantikörper auf die Membran 
gegeben und für 45 min geschüttelt. Danach wird zweimal 1 min mit 20 ml PBS-Tween 
Puffer und zweimal 1 min mit 20 ml PBS-Puffer gewaschen. Abschließend wird die Membran 
in 20 ml PBS-Puffer gegeben. Es werden 200 µl Chloronaphtol und 20 µl H2O2 (30 %) 
hinzugefügt und solange geschüttelt bis die Banden sichtbar werden. Danach wird noch  
dreimal mit 20 ml bidest. H2O gewaschen. 
 
8.5.4 MALDI-TOF-Massenspektrometrie 
Zur Messung eines MALDI-TOF-Massenspektrums (Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionisation – Time Of Flight) wird eine kleine Menge der Probe in ein Eppendorf-Gefäß 
überführt. Nun werden 5 µl der Matrix-Lösung (gesättigte 2,5-Dihydroxybenzoesäure in 
Acetonitril/Wasser (1:2) mit 0,1 % TFA) hinzugegeben und für 5 min bei 3.000 x g 
zentrifugiert. Anschließend wird 1 µl der Probe auf die MALDI Proben-Platte (Target) 
aufgetragen und trocknen gelassen. Beim Trocknen kommt es zur Kokristallisation der Probe 
und der Matrix. Durch eine MALDI-TOF Messung kann das Masse/Ladungs-Verhältnis (m/z-
Verhältnis) eines Analyts bestimmt werden. Die MALDI-Methode stellt eine besonders 
schonende Ionisierungstechnik dar, welche aus diesem Grund sehr gut für Proteine geeignet 
ist. Die kokristallisierte Probe wird mit einem Laserstrahl beschossen, wobei die Matrix-
Moleküle verdampfen und die Analytmoleküle mitgerissen werden. Hierbei werden diese 
desorbiert und ionisiert ohne einer Fragmentierung zu unterliegen. Der ionisierte Analyt wird 
nun in einem elektrischen Feld im Hochvakuum beschleunigt und anschließend seine Flugzeit 
gemessen. Diese ist proportional zu seinem Masse/Ladungs-Verhältnis. Die Messungen 
wurden von Dr. Sergii Afonin (KIT Karlsruhe) an einem MALDI-TOF-Massenspektrometer 
der Firma Bruker durchgeführt. 
Zur Reinigung des Targets verwendet man ein Gemisch aus Ameisensäure, Wasser und 
Methanol (1:1:1). Das Target wird in der Reinigungslösung für 20 min im Ultraschallbad 
beschallt. Anschließend wird das Target mit Methanol abgespült und getrocknet. 
 
8.5.5 CD-Spektroskopie 
Bei der CD-Messung von Membranproteinen ist es wichtig das Protein in eine 






Die Rekonstitution erfolgt je nach Fragment unter unterschiedlichen Bedingungen, wobei das 
Protein/Lipidverhältnis bei 1:100 liegt.  
 TatA22-70 
Das lösliche Fragment TatA22-70 kann direkt zu vorgefertigten Lipidvesikeln gegeben werden. 
 TatA1-27 und TatA2-70 
Das Protein und die Lipide werden in detergenzhaltiger Lösung kosolubilisiert. Anschließend 
wird das Detergenz (NLS) durch BioBeads entfernt, wobei sich die Lipidvesikel bilden. 
Hierzu wird die Lösung bei 35 °C mit Hilfe eines Minirührfisches gerührt und stündlich ein 
Spatel BioBeads zugegeben. Nach vier Stunden wird die Lösung abpipettiert und durch 
Glaswolle filtriert. Vor der Verwendung müssen die BioBeads zweimal mit Methanol und 
anschließend dreimal mit bidest. H2O gewaschen werden. 
 TatA2-45 und TatA22-45 
Das Protein und die Lipide werden in Chloroform/Methanol (1:1) kosolubilisiert. 
Anschließend wird das organische Lösungsmittel im N2-Strom abgedampft und etwaige Reste 
des Lösungsmittels werden über Nacht unter vermindertem Druck entfernt. Der 
zurückbleibende Lipidfilm wird mit Wasser aufgenommen und durch Behandlung mit 
Ultraschall bilden sich Small Unilamellar Vesicles (SUV´s). 
Die Proben werden in eine 250 µl Quarzglasküvette mit 1 mm Schichtdicke gegeben. Die 
Konzentration der Lösung wird durch Verdünnen mit H2O an das erhaltene CD-Signal 
angepasst, wobei sich eine Proteinendkonzentration von 0,125-0,25 mg/ml als optimal 
erwiesen hat. Die CD-Spektren werden bei 30 °C in einem Jasco J-810 Spektropolarimeter 
von 260-180 nm in 0,1 nm Intervallen aufgenommen. Von jeder Probe werden drei 
Messungen mit einer Scangeschwindigkeit von 10 nm/min, 4 s response time und einer 1 nm 
Bandbreite gemittelt. Ebenso wird ein Referenzspektrum der Matrix ohne Protein 
aufgenommen und von dem Probenspektrum abgezogen. Da von TatA aufgrund des Fehlens 
von Tyrosin und Tryptophan keine UV-Konzentrationsbestimmung durchgeführt werden 
kann und colorimetrische Proteinmengenbestimmungsmethoden nicht genau genug sind, 
können keine mean residue ellipticities berechnet werden. Deshalb werden die Spektren 
normiert und zur Auswertung wird ein qualitativer Vergleich mit den CD-Basisspektren 






8.5.6 Orientierte CD-Spektroskopie 
Für die OCD-Spektroskopie müssen die Proben in orientierten Lipiddoppelschichten 
rekonstituiert werden. Die Darstellung der Vesikellösungen erfolgt analog zu der 
Probenvorbereitung der CD-Proben. Nur die Rekonstitution des Proteins TatA22-45 wurde 
diesmal mit einem Protein/Lipidverhältnis von 1:50 durchgeführt, da dieses Fragment mit 
kleineren Proteinkonzentrationen keine guten Spektren ergab. Außerdem wurde dieses Protein 
im Gegensatz zur CD-Probe zusammen mit dem Lipid in detergenzhaltiger Lösung 
kosolubilisiert und das Detergenz anschließend durch Biobeads entfernt. 
Ein 50 - 100 l Aliquot, welches eine Gesamtproteinmenge von ca. 15 - 25 µg und ca. 0,2 mg 
Lipid enthält, wird mit einer Hamiltonspritze auf einen Quarzglasprobenträger mit 20 mm 
Durchmesser (Suprasil QS, Hellma Optik, Jena) aufgetragen. Der Tropfendurchmesser sollte 
hierbei ca. 9 - 12 mm betragen. Die an der Luft getrocknete Probe wird anschließend im 
Exsikkator-Vakuum bei ~2 mbar für 4 Stunden weiter getrocknet. Die Glasplatte mit der 
getrockneten Probe wird danach in die OCD-Messzelle [153] eingebaut und über Nacht 
definiert befeuchtet (97% rH, gesättigte K2SO4-Lsg., T = 304 K), wozu ein 300-500 µl 
Aliquot der K2SO4-Lösung in die Ringkammer der Messzelle gegeben wird. Die Lipid-
Referenzprobe wird gleichermaßen dargestellt. Es ist zu beachten, dass neben der Lipidmenge 
auch die Tropfengröße bzw. der Durchmesser des Protein/Lipid-Flecks bei Probe und 
Referenz  möglichst identisch sind.  
Die Messzelle wird in das Jasco J-810 Spektropolarimeter eingebaut und das OCD-Spektrum 
mit den gleichen Parametern wie die CD-Spektren aufgenommen. Anschließend wird durch 
Rotation der OCD-Probenkammer senkrecht zum Lichtstrahl um jeweils 45° ein weiteres 
Spektrum aufgenommen, wodurch sich insgesamt acht Spektren ergeben. Diese werden nun 
gemittelt um mögliche Effekte durch Lineardichroismus und Doppelbrechung 
abzuschwächen. Außerdem wird wieder das Lipid-Referenzspektrum als Hintergrund 
abgezogen.  
 
8.5.7 Festkörper-NMR Spektroskopie 
Für die Festkörper-NMR Messungen wird das Protein entweder in mechanisch orientierten 








 Rekonstitution in Bizellen 
Zur Rekonstitution des Proteins TatA2-45 in Bizellen werden als langkettige Lipide entweder 
reines DMPC oder ein Gemisch aus DMPC und DMPG im Verhältnis 80 zu 20 verwendet. 
Als kurzkettiges Lipid findet das etherverknüpfte 6-O-PC Anwendung, um die Stabilität der 
Bizellen zu erhöhen. Es wird ein Molverhältnis von lang- zu kurzkettigen Lipiden von q = 3,2 
eingestellt und die Gesamtlipidmenge beträgt 56 mg. Zur Probendarstellung wird die 
entsprechende Menge der langkettigen Lipide als Pulver abgewogen und das kurzkettige 
Lipid wird aufgrund seiner Hygroskopizität als wässrige Stammlösung hinzugegeben. Das 
Gemisch wird mit bidest. H2O auf ein Gesamtvolumen von 256 µl aufgefüllt und intensiv mit 
einem Vortexer vermischt. Die Probe wird abwechselnd bei 0 °C und 43 °C inkubiert bis eine 
klare Lösung entsteht. Bizellen sind bei Temperaturen über 35 °C viskos und nur bei tiefen 
Temperaturen dünnflüssig, weshalb der pH-Wert von 6,8 auf Eis eingestellt wird. Es werden 
170 µl dieser Lösung in der Kühlzelle mit einer vorgekühlten Pipettenspitze zu 15N-TatA2-45  
gegeben, wobei die Proteinmenge so gewählt wird, dass sich ein Protein/Lipid Verhältnis von 
1:100 ergibt.  Dieses Gemisch wird nun wieder intensiv mit dem Vortexer vermischt und 
abwechselnd bei 0 °C und 43 °C inkubiert bis sich das gesamte Protein gelöst hat. Nun wird 
nochmals der pH-Wert überprüft und die Lösung in ein NMR-Probengefäß überführt, welches 
luftblasenfrei mit einem Gummistopfen verschlossen und mit Parafilm versiegelt wird. 
 
 Rekonstitution in mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten auf 
Glasplättchen 
Zur Darstellung von mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen, wie sie 
beispielsweise für das Konstrukt TatA22-45 Anwendung fanden, werden die Lipide DMPC und 
DMPG als Pulver abgewogen (19,8 mg Gesamtlipidmenge). Für das Protein TatA22-45 wurde 
ein DMPC/DMPG Verhältnis von 30 : 70 gewählt, da sich das Fragment bei einem höheren 
Anteil negativ geladener Lipide besser orientierte. Außerdem wurde ein größeres 
Protein/Lipid Verhältnis von 1:25 angewendet, da sich aufgrund der kleineren molaren Masse 
und der geringeren Lipidmenge im Vergleich zu Bizellen-Proben ansonsten ein zu schlechtes 
Signal zu Rausch Verhältnis ergab. Die abgewogenen Lipide werden in Chloroform/Methanol 
in einem Eppendorfgefäß aufgelöst und anschließend wird das organische Lösungsmittel 
wieder im N2-Strom abgedampft, so dass sich ein Lipidfilm am Rand des Eppendorfgefäßes 
ausbildet. Dieser Lipidfilm wird über Nacht unter vermindertem Druck gelagert um Reste des 
Lösungsmittels zu entfernen. Anschließend wird er wieder mit bidest. H2O aufgenommen und 





(SUV´s) aus. Zu dieser Vesikel-Lösung wird nun das lösliche TatA22-45 als lyophilisiertes 
Pulver gegeben. Die Lösung wird für 30 min bei 37 °C inkubiert und danach gleichmäßig auf 
22 Glasplättchen (7,5 x 12 mm) verteilt. Nach dem Trocknen werden diese gestapelt und bei 
48 °C mit einer gesättigten K2SO4-Lösung (97 % rH) über Nacht rehydratisiert, wobei sich 
die orientierten Lipiddoppelschichten ausbilden. Der Glasstapel wird danach in einen 
Glascontainer (7,7 x 2,2 x 30 mm) transferiert und um ein Austrocknen zu vermeiden wird ein 
Wasserreservoir (Papier getränkt mit 75 µl H2O) hinzugefügt und die Öffnung mit Parafilm 
versiegelt. 
 
 Festkörper-NMR Messungen 
Die Messungen werden mit einem Bruker HXY Probenkopf ausgestattet mit einer 5 mm 
Solenoid-Rundspule für Bizellen bzw. einer Flachspule für die Messung orientierter 
Lipiddoppelschichten auf Glasplättchen auf einem Bruker 500 MHz Spektrometer 
durchgeführt. Alle Spektren werden in der 15N-Dimension auf 26,8 ppm für festes 15NH4SO4 
referenziert, was einer Referenzierung auf 0 ppm für flüssigen Ammoniak entspricht. Die 
1H-Dimension wird auf 4,7 ppm für H2O bei 42 °C referenziert. Die Feldhomogenität wird an 
der Wasserlinie optimiert. 
Vor jeder 15N-NMR-Messung werden die Qualität der Rekonstitution und die Orientierung 
der Membran-imitierenden Umgebung mit einem 31P-NMR-Spektrum überprüft.  Das 1D-
15N-NMR-Spektrum wird mit Kreuzpolarization aufgenommen, wobei die CP-MOIST 
Pulssequenz Anwendung findet [214]. Während der Akquisition wird mit der SPINAL-16 
Pulssequenz und einer Feldstärke von 30 kHz heteronuklear 1H entkoppelt [215, 216]. Eine 
1 ms CP-Kontaktzeit und ein recycle delay von 6-8 s zwischen den scans zur Vermeidung der 
Probenaufheizung wird sowohl in den 1D-Experimenten als auch in den, im folgendem 
beschriebenen, 2D-Experimenten verwendet. 
Für die 15N-chemische Verschiebung/1H-15N dipolare Kopplung Korrelationsexperimente 
wird das SAMMY-Experiment [161] mit der verbesserten SAMPI4 Pulssequenz verwendet 
[160]. Die Hartmann-Hahn Bedingung und die 1H-Pulslänge (hot 90°) werden direkt an der 
Probe bestimmt. Die Protonen carrier-Frequenz wird auf 9 ppm gesetzt und die 15N carrier-
Frequenz wird für ungeflippte Bizellen auf 80 ppm, für geflippte Bizellen auf 150 ppm und 
für TatA22-45 in mechanisch orientierten Doppelschichten auf Glasplättchen auf 110 ppm 
gesetzt. Es wird eine 1H-B1-Feldstärke von 51 kHz verwendet und während der 10 ms 
Acquisitionszeit wird mit einer 30 kHz Feldstärke entkoppelt. Die erhaltenen FID´s werden 





beschrieben. Für Prozessierung und Visualisierung der Daten werden die Programme 
NMRpipe [212], Sparky [211] und Topspin (Bruker Biospin) verwendet. 
Zur Bestimmung des Tiltwinkels τ, des Ordnungsparamertes S und des Rotationswinkels ρ 
werden simulierte PISEMA Spektren berechnet, welche mit den experimentell erhaltenen 
Spektren verglichen werden. Die Simulation von PISA-wheels wird mit dem Programm 
opisawheel (Dr. Stephan Grage, KIT Karlsruhe) durchgeführt. Alle Simulationen wurden für 
eine ideale α-Helix mit uniformen dihedralen Winkeln (Φ = -60.7°; Ψ = -44.7°), uniformen 
chemischen Verschiebungshauptachsenelementen (σ11N = 64 ppm; σ22N = 77 ppm; 
σ33N = 222 ppm), einer NH-Bindungslänge von 1,07 Å und einem uniformen Winkel von 
δ = 18,5° zwischen dem NH-Bindungsvektor und der Tensorhauptachse σ33N [198, 199] 
durchgeführt.  
Zur Erstellung von Molekülbildern wird die Software PyMol verwendet [200]. 
 
8.5.8 Flüssigkeits-NMR Spektroskopie 
Für die Flüssigkeits-NMR Spektroskopie müssen die hydrophoben Membranproteine in 
Lösung gebracht werden. Hierzu werden sie in Detergenz-Mizellen oder isotropen Bizellen 
rekonstituiert. 
 
 Rekonstitution in Detergenz-Mizellen 
0,25-1 mM des lyophilisierten Proteins und 450 mM SDS-d25 werden abgewogen. Nun 
werden 50 µl D2O und 50 µl 0,5 M NaPi (pH = 6,0) zu dem Pulver gegeben und das Gemisch 
mit bidest. H2O auf ein Gesamtvolumen von 500 µl aufgefüllt. Die Mischung wird mit dem 
Vortexer geschüttelt, bei 43°C inkubiert und mit Ultraschall behandelt bis sich das gesamte 
Protein aufgelöst hat. Abschließend wird die Lösung in ein NMR-Probenröhrchen überführt. 
 
 Rekonstitution in isotropen Bizellen 
0,5-1 mM des lyophilisierten Proteins, 60 mM DMPC-d54 und 240 mM DHPC (q = 0,25) 




Die Probe wird zuerst in H2O dargestellt und ein HSQC-Spektrum aufgenommen. 
Anschließend wird die Probe in ein Eppendorfgefäß überführt und lyophilisiert. Der 





und mit Ultraschall behandelt bis sich das gesamte Protein gelöst hat. Abschließend wird die 
Probe in NMR-Probenröhrchen überführt. 
 
 Flüssigkeits-NMR Messungen 
Die Flüssigkeits-NMR Messungen wurden größtenteils von Dr. Claudia Muhle-Goll (KIT 
Karlsruhe) durchgeführt. Die Flüssigkeits-NMR Experimente wurden an einem Bruker 
Avance 600 MHz Spektrometer bei 50 °C aufgenommen. Zu Beginn der Messung wird die 
Feldhomogenität optimiert (shimmen). Die Protoneneinstrahlfrequenz wird auf die Resonanz 
der Wasserlinie gesetzt, um diese zu unterdrücken und die Protonen- und Stickstoffpulslängen 
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